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Patofiziološki procesi celjenja ran pri hiperglikemiji so zelo kompleksni in še niso dovolj 
pojasnjeni. Dipeptidil-peptidaza IV ali molekula CD26 (DPP IV/CD26) je multifunkcionalen 
protein, ki je v telesu prisoten v številnih celicah in različnih bioloških tekočinah. Poleg tega, 
da je vključen v vzdrževanje homeostaze glukoze z uravnavanjem biološke aktivnosti različnih 
substratov, igra pomembno vlogo tudi v procesih angiogeneze ter proliferacije, migracije in 
apoptoze različnih vrst celic, pomembnih za celjenje poškodovanega oz. ranjenega tkiva. 
Podatki iz literaure kažejo na to, da inhibicija DPP IV/CD26 prispeva k boljšemu celjenju ran 
pri bolnikih s sladkorno boleznijo. 
 
Namen magistrske naloge je bil vzpostaviti eksperimentalni model diabetesa (eksperimentalne 
hiperglikemije) v divjem tipu (C57BL/6) in CD26 deficientnih (CD26-/-) miših, ter ugotoviti 
ali, in na kakšen način, v takih okoliščinah pomanjkanje DPP IV/CD26 vpliva na procesa 
angiogeneze in regeneracije kožnega tkiva. 
 
Razvoj diabetesa v poskusnih živalih smo spremljali s pomočjo kliničnih in biokemičnih 
parametrov. Mišim z induciranim diabetesom smo na hrbtnem delu naredili dve enaki kožni 
rani s premeroma 5 mm, nato pa jih žrtvovali 2., 4., 7., 10. in 15. dan po ranitvi. Vzorce 
kontrolne kože in ranjenega tkiva smo analizirali patohistološko, histomorfometrično, 
imunohistokemijsko in imunokemijsko. V odvzetih vzorcih (tkivni in serumski), smo določali 
stopnjo regeneracije coriuma (dermisa), izražanje molekul HIF-1α (s hipoksijo induciranega 
transkripcijskiega dejavnika 1α)  in vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika (VEGF) ter 
koncentracijo kemokina IP-10. Encimsko aktivnost DPP IV/CD26 smo v serumskih in tkivnih 
vzorcih miši seva C57BL/6, med procesom celjenja ran v pogojih eksperimentalne 
hiperglikemije, spremljali spektrofotometrično. 
 
Ugotovili smo, da so miši CD26-/-  v primerjavi z divjim tipom poskusnih živali bolje prenašale 
tako eksperimentalno hiperglikemijo kot tudi začetno hipoglikemijo. Makroskopske in 
mikroskopske analize so pri njih pokazale tudi hitrejšo dinamiko celjenja ran. Tako se je pri 
miših CD26-/- regeneracija coriuma začela prej, vnetna faza procesa celjenja je bila krajša, poleg 
tega pa je prišlo do hitrejšega nastajanja brazgotin in posledično do njihove hitrejše degradacije. 
Drugi dan celjenja ran je bilo izražanje HIF-1α pri predstavnikih obeh sevov statistično značilno 
manjše, 4. dan pa statistično značilno večje (p < 0,05), v primerjavi s kontrolno skupino. Od 4. 
dneva dalje pa je bila ekspresija HIF-1α v odvzetih tkivih miši CD26-/- statistično značilno višja 
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(p < 0,05) kot v tkivih seva C57BL/6. Ugotovili smo tudi, da je bilo izražanje VEGF pri misših 
CD26-/- statistično značilno večje (p < 0,05) v vseh testiranih časovnih točah,  v primerjavi s 
poskusnimi živalmi divjega tipa. Serumske koncentracije IP-10 so bile pri  miših CD26-/- 
statistično značilno višje (p < 0,05) v vseh časovnih točkah, v odvzetih vzorcih tkiv pa le na 10. 
in 15. dan po indukciji kožnih ran. Z analizo rezultatov smo ugotovili tudi, da je bila aktivnost 
DPP IV/CD26 v serumskih vzorcih  miši C57BL/6 statistično značilno manjša (p < 0,05) na 4., 
v tkivih pa na 2., 4. in 7. dan po indukciji ran v primerjavi s kontrolno skupino. 
 
Naši rezultati potrjujejo, da ima molekula DPP IV/CD26 pomembno vlogo pri uravnavanju 
koncentracije glukoze v krvi. Poleg tega sklepamo, da boljša angiogeneza in večja proliferacija 
celic v pogojih pomanjkanja DPP IV/CD26 ob povečani lokalni ekspresiji dejavnikov HIF-1α, 
VEGF in IP-10 potrjujejo, da ima inhibicija DPP IV/CD26 koristne učinke na proces celjenja 
kožnih ran poskusnih miši, v pogojih eksperimentalno izzvane hiperglikemije. Na podlagi naših 
izsledkov lahko torej potrdimo velik pomen inhibicije delovanja DPP IV/CD26 v smislu 
terapevtskega pristopa za zdravljenje sladkorne bolezni in njenih zapletov, še posebej pojava 
kroničnih ran. 
Ključne besede: eksperimentalne živali, hiperglikemija, diabetes, dipeptidil-peptidaza IV 








Pathophysiological processes of wound healing in hyperglycemia are very complex and 
insufficiently explained. Dipeptidyl-peptidase IV, or CD26 molecule (DPP IV/CD26) is a 
multifunctional protein present in a large number of cells in the body and in various biological 
fluids. Except its involvement in maintenance of glucose homeostasis by regulating the 
biological activity of various substrates, it also plays an important role in the processes of 
angiogenesis and proliferation, migration, and apoptosis of various cell types important for the 
healing of damaged or wounded tissue. Literature data suggest that DPP IV/CD26 inhibition 
contributes to improved wound healing in patients with diabetes. 
The aim of the Master's thesis was to establish an experimental model of diabetes (experimental 
hyperglycemia) in wild-type (C57BL/6) and CD26 deficient (CD26-/-) mice and to determine 
whether and how in that circumstances, DPP IV/CD26 deficiency influences on the processes 
of angiogenesis and cutaneous tissue regeneration. 
The development of diabetes in experimental animals was monitored by clinical and 
biochemical parameters. Diabetic mice were wounded on the dorsal region (two identical skin 
wounds with diameters of 5 mm) and sacrificed on days 2, 4, 7, 10, and 15 after wounding. 
Control skin and wound tissue samples were analyzed pathohistologically, 
histomorphometrically, immunohistochemically and immunochemically. The degree of corium 
(dermis) regeneration, the expression of HIF-1α (hypoxia-induced transcription factor 1α) and 
vascular endothelial growth factor (VEGF) was analysed and the chemokine IP-10 
concentration was determined. The enzyme activity of DPP IV/CD26 was determined 
spectrophotometrically in serum and tissue samples of C57BL/6 mice during the wound healing 
process in conditions of experimental hyperglycemia. 
 
It was found that CD26-/- show improved tolerance of both experimental hyperglycemia and 
initial hypoglycemia compared to wild type animals. Macroscopic and microscopic analysis 
showed a faster dynamics of wound healing. Thus, in CD26-/- mice the regeneration of the 
corium begins earlier, the inflammatory phase of the healing process was shorter accompanied 
by rapid scar tissue formation and consequently its faster degradation. On the day 2 of wound 
healing, the expression of HIF-1α was statistically significantly lower in both mice strains and 
statistically significantly higher on day 4 (p <0.05) compared to the control group. From day 4, 
HIF-1α expression was statistically significantly higher (p < 0.05) in the tissues of CD26-/- mice 
than in the tissues of C57BL/6 mice. We also found that VEGF expression in CD26-/- mice was 
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statistically significantly higher (p < 0.05) at all tested time points, compared with wild-type 
animals. Serum IP-10 concentrations were statistically significantly higher (p < 0.05) in CD26-
/- mice at all time points, while in the tissue samples only at days 10 and 15 after induction of 
skin wounds. Finally, DPP IV/CD26 activity in serum of C57BL/6 mice was statistically 
significantly lower (p < 0.05) at day 4 and in tissue at day 2, day 4 and day 7 after wound 
induction compared to the control group. 
 
Our results confirm that the DPP IV/CD26 molecule plays an important role in regulation of 
blood glucose concentration. In addition, more efficient angiogenesis and increased cell 
proliferation under conditions of DPP IV/CD26 deficiency, with increased local expression of 
HIF-1α, VEGF and IP-10 factors, confirm that DPP IV/CD26 inhibition has beneficial effects 
on the skin wound healing process of experimental mice under conditions of experimentally 
induced hyperglycemia. Based on our findings, we can confirm the major importance of 
inhibiting DPP IV/CD26 function in terms of a therapeutic approach for the treatment of 
diabetes and its complications, especially the occurrence of chronic wounds. 
 
Key words: experimental animals, hyperglycemia, diabetes, dipeptidyl-peptidase IV (DPP 




















CD26 – označevalec pripadnosti 26 (angl. cluster of differentiation 26) 
DAB – kromogen 3,3'-diaminobenzidin (angl. 3,3'-diaminobenzidine) 
DPP IV – dipeptidil-peptidaza IV (angl. dipeptidyl-peptidase IV) 
EGF – epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor) 
ELISA – encimsko-imunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
FGF – fibroblastni rastni dejavnik (angl. fibroblast growth factor) 
GIP – inzulinotropni peptid, odvisen od glukoze (angl. glucose–dependent insulinotropic 
polypeptide)  
GLP-1 – glukagonu podoben peptid 1 (angl. glucagon–like peptide–1) 
HE  – barvanje s tehniko hematoksilin-eozin (angl. hematoxylin and eozin staining) 
HIF-1α – s hipoksijo inducirani transkripcijski dejavnik 1α (angl. hypoxia-inducible factor 
1α) 
IPGTT – intraperitonealni glukozni tolerančni test (angl. intraperitoneal glucose tolerance 
test) 
IP-10 – z interferonom induciran protein 10 (angl. interferon-inducibile protein 10) 
PDGF – trombocitni rastni dejavnik (angl. platelet-derived growth factor) 
sCD26 – topna oblika CD26 (angl. soluble CD26) 
TGF-β – tranformirajoči rastni dejavnik β (angl. transforming growth factor beta)  









1.1 Sladkorna bolezen (lat. diabetes mellitus) 
Diabetes ali sladkorna bolezen (lat. diabetes mellitus) je izraz, ki se nanaša na skupino 
presnovnih motenj, katerih glavna značilnost je kronična hiperglikemija. Ta je lahko posledica 
zmanjšanega izločanja inzulina iz trebušne slinavke ali njegove zmanjšane učinkovitosti 
delovanja na tarčna tkiva, najpogosteje pa kombinacije obeh navedenih vzrokov (1). Zvišana 
koncentracija glukoze v krvi lahko vodi do smrtno nevarnih akutnih zapletov, kot sta diabetična 
ketoacidoza ali diabetični aketotični hiperosmolarni sindrom. Pri sladkornih bolnikih 
predstavlja zaradi dolgotrajne hiperglikemije največji problem razvoj kroničnih zapletov, kar 
je tudi s statističnega vidika poglavitni vzrok za njihovo umrljivost. Sladkorna bolezen je 
počasen, tihi morilec, saj pri njej ni opaznih vsakodnevnih sprememb, z leti pa se pojavljajo 
ireverzibilne poškodbe, še posebej oči, ledvic, srca, živcev in krvnih žil. Poleg tega, da bolezen 
povzroča številne zdravstvene zaplete, močno finančno obremenjuje zdravstvene sisteme vseh 
držav, tako da danes predstavlja eno izmed največjih težav javnega zdravstva v svetu (2, 3). 
 
1.1.1 Epidemiologija sladkorne bolezni 
Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije (ang. World Health Organization; 
WHO), se je v zadnjih desetletjih po vsem svetu eksponentno povečalo število primerov vseh 
oblik sladkorne bolezni. Leta 2017 so ocenjevali, da okoli 425 milijonov ljudi po vsem svetu 
trpi za to boleznijo, kar je bilo skoraj štirikrat več kot leta 1980. Mednarodna zveza IDF (ang. 
International Diabetes Federation) napoveduje, da se bo do leta 2045 število teh bolnikov 
povečalo na 629 milijonov. Predpostavljajo tudi, da je okrog 193 milijonov ljudi še vedno 
nediagnosticiranih, od teh pa jih je največ, približno 120 milijonov ljudi v jugovzhodni Aziji in 
na zahodnem Pacifiku, kar je posledica različnih dejavnikov, npr. neustreznega dostopa do 
zdravstvene oskrbe ali poteka bolezni z minimalnimi simptomi in znaki (4). 
Kot kažejo navedeni podatki težava pri sladkorni bolezni ni le zaskrbljujoče število 
bolnikov v danem trenutku, temveč njegovo stalno naraščanje ter z boleznijo povezani zapleti, 




Slika 1: Število ljudi s sladkorno boleznijo v svetu in po regijah, v letu 2017 ter projekcijske 
napovedi za leto 2045; prirejeno po (4). 
 
 
1.1.2 Klasifikacija sladkorne bolezni 
Glede na različno etiologijo, patogenezo, terapijo in prognozo, lahko sladkorno bolezen 
razvrstimo v štiri osnovne kategorije: sladkorno bolezen tipa 1 in tipa 2, gestacijski diabetes oz. 
sladkorno bolezen v nosečnosti ter druge, posebne vrste te bolezni (1). Najpogostejši obliki 
sladkorne bolezni sta tip 1 in tip 2, pri katerih lahko varirata tako klinična slika kot napredovanje 
bolezni. Omenjena razvrstitev bolnikov je izjemno pomembna zaradi določitve ustrezne 
terapije. Žal pa nekaterih posameznikov ne morejo uvrstiti niti med bolnike z boleznijo tipa 1, 
niti z boleznijo tipa 2. Tradicionalne paradigme, da se tip 1 pojavlja predvsem pri otrocih, tip 2 
pa pri odraslih, ne veljajo več, saj se obe vrsti sladkorne bolezni lahko pojavita v vseh starostnih 
skupinah. Enako velja tudi za zaplete, katerih pogostnost so ne dolgo tega povezovali z 
določenim tipom bolezni. Čeprav je npr. diabetična ketoacidoza tipičen zaplet pri diabetesu tipa 
1, pa so ugotovili, da se lahko občasno pojavi tudi pri tipu 2. Kljub temu, da obstajajo začetne 
težave pri postavljanju prave diagnoze oz. razlikovanju posameznih podtipov bolezni v vseh 
starostnih skupinah, pa postane prava diagnoza sčasoma sama po sebi očitna (6). 
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1.1.2.1  Sladkorna bolezen tipa 1 
Sladkorna bolezen tipa 1, ki so jo imenovali tudi "od inzulina odvisna", predstavlja 
okrog 5-10 % vseh oblik diabetesa in je posledica avtoimunskega uničenja β celic 
Langerhansovih otočkov v trebušni slinavki, kar povzroči popolno pomanjkanje inzulina (1). 
Lahko se razvije v vsaki starostni skupini, najpogosteje pa se pojavlja pri otrocih, mladostnikih 
in mladih ljudeh. Genetsko je ta vrsta sladkorne bolezni povezana z več genskimi lokusi, med 
katerimi so najpogostejši geni HLA (angl. human leukocyte antigen), in sicer predvsem 
določeni aleli  DR3 in/ali DR4; ter gena za CTLA4 (angl. cytotoxic T-lymphocyte associated 
protein 4) in PTPN22 (angl. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22), ki sta 
povezana z inhibicijo aktivacije limfocitov T. Seveda pa samo z genetsko predispozicijo ne 
moremo razložiti značilnega povečevanja pojavnosti te bolezni, ki se v zadnjih 50 letih na 
letnem nivoju povečuje za 3-5 %. Takšna stopnja povečanja števila obolelih nedvomno kaže na 
pomembno vlogo zunanjih dejavnikov. Nezadostna proizvodnja inzulina, ki na koncu privede 
do hiperglikemije in nekroze, postane očitna po uničenju 60-100 % celic β. Serološko je za ta 
podtip bolezni značilna prisotnost avtoprotiteles zoper antigene celic Langerhansovih otočkov, 
inzulin ter encima dekarboksilazo glutaminske kisline (GAD) in/ali tirozin fosfatazo (7). 
Bolniki z diabetesom tipa 1 so nagnjeni k razvoju avtoimunskih bolezni, npr. Hashimotovega 
tiroiditisa, celiakije, Gravesove bolezni, avtoimunskega hepatitisa, miastenije gravis in 
perniciozne anemije (6). 
 
1.1.2.2 Sladkorna bolezen tipa 2 
Ta tip bolezni so včasih imenovali tudi "od inzulina neodvisna" sladkorna bolezen. 
Predstavlja najpogostejšo obliko diabetesa, s prevalenco od 90-95 %, glede na vse tipe 
sladkorne bolezni in se večinoma pojavlja v odrasli dobi. V tem primeru lahko kronična 
hiperglikemija povzroči odpornosti tkiva na delovanje inzulina ali nezadostno supresijo 
izločanja glukagona v odzivu organizma na vnos glukoze. Splošno je znano, da sta tako 
okrnjeno izločanje inzulina kot rezistenca nanj, pomembna elementa v patogenezi te oblike 
bolezni (8). 
Tveganje za razvoj diabetesa tipa 2 bolezni se torej povečuje s starostjo, debelostjo in 
zmanjšano telesno aktivnostjo. Pogosteje se pojavi pri ženskah, ki so imele v nosečnosti razvit 
gestacijski diabetes, pri ljudeh s hipertenzijo in dislipidemijo ter v nekaterih etničnih skupinah 
(Afroameričani, ameriški staroselci (Indijanci), v Ameriki živeči Azijci, Latinoameričani). 
Razvoj te oblike bolezni je bolj povezan z genetsko predispozicijo kot diabetes tipa 1, vendar 
pa to področje še ni dovolj raziskano (6). 
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1.1.2.3 Gestacijski diabetes 
Pojavlja se pri ženskah, ki jim tekom življenja niso diagnosticiranli sladkorne bolezni, 
so pa med nosečnostjo razvile kronično hiperglikemijo. Bolezni, ki jo diagnosticirajo v drugem 
ali tretjem trimesečju nosečnosti, ni možno razvrstiti v diabetes tipa 1 ali tipa 2. Ponavadi gre 
za posledico disfunkcije celic β zaradi inzulinske rezistence med nosečnostjo, zato so poškodbe 
celic β in tkivna inzulinska rezistenca kritične komponente patofiziologije tega tipa sladkorne 
bolezni. V večini primerov se raven glukoze po porodu normalizira sama, nekatere bolnice pa 
še vedno kažejo znake neustrezne presnove glukoze, tako da pri njih obstaja povečano tveganje 
za razvoj sladkorne bolezni tipa 2 (9). 
 
1.1.2.4 Drugi tipi sladkorne bolezni 
V to skupino spadajo etiološko različni tipi sladkorne bolezni, ki nastanejo zaradi 
bolezni eksokrinega dela trebušne slinavke, kot so pankreatitis, cistična fibroza, 
hemokromatoza, ter zaradi endokrinopatij, npr. Cushingovega sindroma, akromegalije, 
feokromocitoma, ali jih inducirajo zdravili oz. druge kemijske substance (glukokortikoidi, 
nevroleptiki, interferon α, pentamidini). Najbolj znana oblika je MODY (angl. maturity-oneset 
diabetes of the young), ki je posledica genetskih napak v celicah β (1). Gre za avtosomno 
dominantno obliko sladkorne bolezni, ki predstavlja 1 % vseh oblik diabetesa in se pojavlja 
predvsem pri mladostnikih, vzrok zanjo pa so okvare v primarni sekreciji inzulina (10). 
 
1.1.3 Diagnostični kriteriji 
Diabetes mellitus ugotavljamo predvsem z merjenjem koncentracije glukoze v venski 
plazmi, pri čemer potrebujemo dva vzorca krvi, ki sta odvzeta v dveh časovnih obdobjih. Za 
diagnosticiranje bolezni oz. dokazovanje kronične hiperglikemije je na voljo več kriterijev. 
Trenutno velja dogovor, da je hiperglikemija koncentracija glukoze v krvi, ki na tešče (FPG; 
fasting plasma glucose) znaša ≥ 7,0 mmol/L. V praksi uporabljajo t.i. oralni glukozni tolerančni 
test (OGTT; oral glucose tolerance test), kjer poleg merjenja koncentracije glukoze na tešče 
določajo tudi njene nivoje 2 uri po jemanju standardizirane količine glukoze (75 g). Če je pri 
drugem merjenju (po zaužitju glukoze) koncentracija ≥ 11 mmol/L, gre za bolnika s sladkorno 
boleznijo. To velja tudi za vse tiste posameznike, ki jim kadarkoli tekom dneva izmerijo ≥ 11 
mmol glukoze/L (1). Če se pri posameznikih pojavijo klinični znaki sladkorne bolezni oz. 
klasični simptomi hiperglikemije ali eden od akutnih ali kroničnih zapletov, povezanih z 
diabetesom, zadostuje za potrditev diagnoze že samo en vzorec krvi. 
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Kot diagnostični pokazatelj sladkorne bolezni se danes vse bolj uveljavlja koncentracija 
glikiranega hemoglobina v krvi (HbA1c), ki odraža prisotnost glikemije v zadnjih 2-3 mesecih. 
Njegove vrednosti, ki so ≥ 6,5 %, nakazujejo nenormalno visoke ravni glukoze. Vendar pa ta 
test in njegove referenčne vrednosti še niso standardizirane. Trenutno ga uporabljajo za nadzor 
sladkorne bolezni in se pri odkrivanju bolezni še ne šteje za enako zanesljivega kot testa FPG 
ali OGTT. Ima pa HbA1c določene prednosti pred FPG in OGTT, kot npr. večjo praktičnost, saj 
bolniku ob odvzemu krvi ni treba biti tešč, boljšo predanalitično stabilnost ter manjši vpliv 
stresa in drugih bolezni na njegovo koncentracijo. Če za ugotavljanje sladkorne bolezni 
uporabljajo določanje koncentracije HbA1c, je pomembno, da pri tem upoštevajo starost 
bolnika, rasno oz. etnično pripadnost ter morebitno prisotnost anemij ali hemoglobinopatij (6). 
 
1.1.4 Zapleti pri sladkorni bolezni 
Sladkorna bolezen patološka motnja, pri kateri so bolniki stalno ogroženi zaradi razvoja 
akutnih in kroničnih zapletov, ki povečujejo invalidnost, morbiditeto in mortaliteto ter 
predstavljajo veliko breme za gospodarstva vseh, še posebej pa držav v razvoju (11). Kronični 
zapleti so lahko makrovaskularni (koronarna srčna bolezen, periferna vaskularna bolezen, 
akutni miokardni infarkt in možganska kap), mikrovaskularni (nevropatije, retinopatija in 
nefropatije) ter njihova kombinacija (diabetično stopalo). Umrljivost zaradi sladkorne bolezni, 
zlasti pri starejših, je v veliki meri povezana z razvojem makrovaskularnih zapletov. Na splošno 
lahko zaplete, povezane s sladkorno boleznijo, razdelimo v dve skupini: 
a) akutni metabolični: kratkotrajni zapleti, ki vključujejo hipoglikemijo, ketoacidozo in 
diabetični aketotični hiperosmolarni sindrom; 
b) pozni sistemski: dolgotrajni kronični zapleti, ki vključujejo diabetično nefropatijo, 
mikroangiopatijo, diabetično nevropatijo in retinopatijo, aterosklerozo ter okužbe (12). 
Diabetično stopalo (angl. diabetic foot ulcer; DFU) je glavni vzrok hospitalizacije 
bolnikov s sladkorno boleznijo v razvitem svetu, ki bistveno poveča tveganje za amputacijo 
spodnjih okončin in izrazito zmanjšuje kakovost življenja. Ocenjujejo, da prizadene približno 
15 % diabetikov, poleg tega pa je kar 84 % amputacij spodnjih okončin poisledica zapletov, 
povezanih z diabetičnim stopalom. Patofiziologija tega stanja je izredno kompleksna, a so 
dejavniki, ki otežujejo celjenje ran pri bolnikih s sladkorno boleznijo, številni in povezani s 
presnovo glukoze ter nevrovaskularnimi zapleti (13). 
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1.2 Proces celjenja ran 
Primarna funkcija kože je varovanje organizma pred zunanjim okoljem. Izguba njene 
celovitosti zaradi poškodbe ali bolezni ima lahko za posledico večje motenje njenih funkcij, kar 
občutno poslabša kakovost življenja ali celo ogrozi življenje (14). Celjenje ran je izjemno 
kompleksen in dinamičen biološki proces, v katerega so vključene različne vrste celic, 
zunajcelični matriks in topne signalne molekule, npr. nevropeptidi, rastni dejavniki in citokini. 
Takoj po poškodbi kožne se aktivirajo različne znotrajcelične in medcelične signalne poti za 
obnovo tkiva in vzdrževanje homeostaze. Med tem procesom pride do večjih sprememb v 
izražanju genov številnih vrst celic, vključno s keratinociti, fibroblasti, perifernimi živčnimi, 
endotelijskimi in imunskimi celicami, kar lako sproži njihovo proliferacijo, migracijo in 
diferenciacijo. Čeprav je napredek znanosti v veliki meri poglobil naše razumevanje procesa 
celjenja kožnih ran, pa določeni še vedno niso popolnoma pojasnjeni (15). 
 
1.2.1 Faze celjenja ran 
Celično in biokemijsko dogajanje v okviru procesu celjenja lahko razdelimo v naslednje 
faze: vnetno reakcijo, celično proliferacijo in poznejše obdobje, imenovano tudi remodeliranje, 









Nekateri avtorji pa delijo ta proces v štiri ali celo pet faz, pri čemer kot prvo navajajo 
hemostazo, ki se vzpostavi še pred lokalnim vnetnim odzivom (16, 17). Kakor koli že, faze se 
celjenja rane vedno vrstijo v pravilnem zaporedju, v določenem specifičnem času in trajanju, 
pri čemer se medsebojno uravnavajo z optimalno intenzivnostjo (18). Omenjene faze se 
zaporedno prekrivajo in so medsebojno časovno odvisne tako, da lahko prekinitev ali 
podaljšanje ene izmed njih povzroči težave oz. nepravilnosti v celotnem procesu (16). Določeni 
dejavniki, ki vplivajo na posamezno ali več faz hkrati, so okužbe, stres, debelost, alkoholizem, 
kajenje in diabetes. Povzročajo lahko zakasnelo ali neustrezno celjenje(19). 
 
1.2.1.1  Vnetna faza 
Proces celjenja se začne kmalu po poškodbi kože. Kot smo že omenili, se pred nastopom 
vnetne faze vzpostavi hemostaza, za katero sta značilni lokalna vazokonstrikcija in strjevanje 
krvi. Ko trombociti pridejo v stik s kolagenom in drugimi sestavinami zunajceličnega matriksa, 
agregirajo in tvorijo krvni oz. fibrinski strdek, čigar glavna naloga je ustaviti krvavitev in s tem 
tako preprečiti širjenje okužbe (20). 
Trombociti pa ne tvorijo le hemostatičnega zamaška, ampak izločajo tudi različne topne 
sporočilne molekule, npr. rastne dejavnike PDGF (angl. platelet-derived growth factor), TGF-
β (angl. transforming growth factor beta), EGF (angl. epidermal growth factor) ter kemokine, 
ki omogočajo migracijo vnetnih celic v poškodovano področje. V območje rane prvi prispejo 
nevtrofilci, ki fagocitirajo mikroorganizme, različne tuje delce in poškodovano tkivo. Monociti, 
ki jih kemotaktično privlači PDGF, se pod vplivom TGF-β diferencirajo v makrofage. Ti  
nadaljujejo proces fagocitoze, obenem pa proizvajajo in izločajo številne pro-vnetne citokine 
(IL-1 in IL-6), kemokine in rastne dejavnike (VEGF, PDGF, EGF, TGF-β), ki povečajo vnetni 
odziv in sprožijo tvorbo granulacijskega tkiva (14, 15, 18). 
  
1.2.1.2 Proliferacijska faza 
Za drugo fazo celjenja kožne rane so značilne reepitelizacija, tvorba granulacijskega 
tkiva in neovaskularizacija/angiogeneza. Ti procesi se začnejo v prvih 48 urah po poškodbi in 
lahko trajajo do 14 dni (15). Na samem začetku proliferacijske faze keratinociti migrirajo iz 
robov rane in sodelujejo pri razgradnji kolagena in zunajceličnega matriksa nasploh, saj 
proizvajajo kolagenazo in aktivator plazminogena. Te kožne celice nato proliferirajo, zorijo in 
rekonstruirajo zaščitno funkcijo epitela. Fibroblasti, ki jih stimulirajo rastni dejavniki (PDGF, 
TGF-β), imajo pomembno vlogo pri tvorbi granulacijskega tkiva. Del teh celic se diferencira v 
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miofibroblaste, kontraktilne celice, ki so potrebne za rekonstrukcijo vezivnega tkiva in 
zunajceličnega matriksa. Da bi se novo granulacijsko tkivo ohranilo, se v njem tekom procesa 
angiogeneze oblikujejo krvne žile (16). 
 
1.2.1.2.1 Angiogeneza 
Angiogeneza je rast novih krvnih žil iz že obstoječih. Ta proces uravnavajo številni 
"klasični" topni dejavniki, vključno z VEGF (angl. vascular endothelial growth factor), FGF 
(angl. fibroblast growth factor), TGF, PDGF, trombospondinom-1 in angiostatinom. Neklasični 
endogeni vzpodbujevalci angiogeneze pa so eritropoetin, angiotenzin II, endotelin, adipokini 
(leptin, adiponektin), nevropeptid-Y in vazoaktivni intestinalni peptid (VIP). Za proces 
angiogeneze sta najbolj značilna VEGF in FGF-2, ki delujeta sinergistično, in sicer s 
stimuliranjem prolifearcije endotelijskih celic med nastajanjem novih krvnih žil (17). Poleg 
različnih rastnih dejavnikov in citokinov, angiogenezo dodatno vzpodbujajo tudi lokalne 
spremembe v tkivu rane, med katerimi je najpomembnejša hipoksija (18). 
Proces angiogeneze se začne z razgradnjo bazalne kožne membrane, ki ji sledita 
proliferacija in migracija endotelijskih celic iz obstoječih krvnih žil proti mestom izločanja 
rastnih dejavnikov. Nadaljnja delitev endotelijskih celic vodi v tvorbo cevčic, ki se združijo z 
drugimi žilicami in tvorijo kapilarno zanko, skozi katero teče kri (21). Angiogeneza je nujen 
korak pri celjenju poškodovanega tkiva, poleg tega pa jo opisujejo kot proces, ki je ključen za 
različna fiziološka in patološka stanja, kot so npr. embriogeneza, rast tumorjev in metastaziranje 
(16). 
 
1.2.1.2.1.1 Značilnosti rastnih dejavnikov VEGF i HIF-1α v procesu angiogeneze 
VEGF je ena od najpomembnejših proangiogenih molekul, ki ima dokazano pomembno 
vlogo v procesu celjenja ran. VEGF-A je najpomembnejši predstavnik družine vaskularnih 
endotelijskih rastnih dejavnikov, v katero sodijo še VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D in PIGF (22). 
V preteklih študijah so preučevali predvsem učinke VEGF na endotelijske celice. Nedavne 
raziskave pa so pokazale, da ta rastni dejavnik vpliva tudi na druge vrste celic, in sicer na vnetne 
imunske celice in fibroblaste, s čimer sodeluje na različnih nivojih procesa celjenja  ran. VEGF 
proizvajajo in sproščajo različne vrste celic: makrofagi, vaskularne gladko-mišične celice, 
fibroblasti, in še največ keratinociti. Njegovo izražanje uravnavajo tudi različni citokini ter 
znižana koncentracija kisika oz. hipoksija (15). 
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Stanje hipoksije je ključno za celjenje ran, saj igra osrednjo vlogo pri uravnavanju vseh 
za ta proces pomembnih mehanizmov. Celični odzivi na hipoksijo so vezani na aktivnost 
kompleksa transkripcijskega dejavnika HIF-1, ki uravnava izražanje več kot 300 genov, 
sodelujočih v številnih pomembnih, kot so angiogeneza, presnova glukoze, vzdrževanje 
homeostaze kisika, idr. (23). Sestavljen je iz dveh podenot, HIF-1α in HIF-1β. V primerjavi s 
podenoto β, ki je izražena konstitutivno oz. stalno, je HIF-1α regulatorna podenota, ki se hitro 
razgradi v pogojih normalne koncentracije kisika (24). Podenota HIF-1α ima zelo pomembno 
vlogo v procesu celjenja ran, saj so ugotovili, da lahko njena inhibicija povzroči nepravilen 
potek celjenja (25). Dejstvo je, da je funcionalni transkripcijski dejavnik HIF-1 nujno potreben 
za izražanje več angiogenih rastnih dejavnikov, še posebej VEGF (22). 
Stanje kronične hiperglikemije pri bolnikih s sladkorno boleznijo pomembno vpliva na 
stabilnost in delovanje podenote HIF-1α, saj zmanjšuje njeno izražanje. Med hipoksijo se ta 
transkripcijski dejavnik veže na ustrezno zaporedje DNA in aktivira transkripcijo gena za 
VEGF-A, pri čemer se v primeru zmanjšanja ravni HIF-1α, zmanjša tudi izražanje VEGF. 
Dokazali so, da sta destabilizacija in inhibicija HIF-1α zaradi kronične hiperglikemije osrednja 
patofiziološka mehanizma zapoznelega celjenje ran pri sladkorni bolezni (26, 27, 28).  
 
1.2.1.2.1.2 Vloga kemokina IP-10 (CXCL10) v procesu angiogeneze 
Kemokin CXCL10 ali IP-10 (ang. interferon-inducibile protein-10) je član kemokinske 
družine CXC, ki jo izražajo monociti. Ta protein, z velikostjo 10 kD, sodeluje v različnih 
procesih, kot so: stimulacija monocitov, migracija celic NK in limfocitov T, delovanje 
limfocitov T, zorenje progenitornih celic v kostnem mozgu, modulacija ekspresije adhezijskih 
molekul ter inhibicija angiogeneze (29). 
IP-10 po vezavi na receptorje CXCR3, izražene na novo oblikovanih krvnih žilah, 
povzroči njihovo regresijo, prav tako pa lahko prepreči začetek angiogeneze med 
proliferacijsko in migracijsko fazo endotelijskih celic (30). Poleg IP-10 delujejo kot inhibitorji 
angiogeneze tudi drugi kemokini, npr. PF4 (ang. platelet factor 4), I-TAC (ang. interferon-
inducible T-cell alpha) in MIG (ang monokine induced by gamma interferon), vendar pa njihova 
angiostatična aktivnost še ni povsem pojasnjena (31). 
Pri osebah s sladkorno boleznijo tipa 1 in tistih s povečanim tveganjem za razvoj te 
bolezni, so dokazali zvišane serumske koncentracije IP-10, kar kaže na možnost, da bi lahko ta 
parameter morda lahko uporabili kot kazalnik avtoimunske reaktivnosti celic β. V živalskih 
modelih so pokazali, da celice β trebušne slinavke proizvajajo IP-10 v fazi inzulitisa, in da 
inhibicija interakcije med tem kemokinom in njegovim receptorjem CXCR3, lahko zavre razvoj 
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avtoimunskega diabetesa. O izvoru serumskega IP-10 in njegovem pomenu v človeških in 
živalskih modelih sladkorne bolezni pa je za sedaj le malo znanega (32). Občutno zvišane 
vrednosti IP-10 so opazili tudi pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2, kjer pa naj bi imel 
pomembno vlogo pri indukciji vnetja (33). 
 
1.2.1.3 Faza remodeliranja 
Faza remodeliranja je končna faza procesa celjenja ran. Zanjo je značilno dozorevanje 
brazgotin, v katerega so vključeni procesi razgradnje in reorganizacije zunajceličnega matriksa 
(15). V tej fazi granulacijsko tkivo nadomestijo vlakna kolagena in elastina. Sintezo novega 
kolagena spodbujajo fibroblasti iz mikrookolja rane, in sicer z izločanjem TGF-β,  končni efekt 
pa je nastanek brazgotine v dermisu. Razgradnjo starega in nastajanje novega kolagena 
nadzorujejo metaloproteinaze (ang. matrix metalloproteinase; MMP), ki jih proizvajajo 
makrofagi, epidermalne in endotelijske celice ter fibroblasti (14). Spodbujajo zamenjavo 
kolagena tipa III s kolagenom tipa I, ki je fiziološki gradnik normalne, zdrave kože. Faza 
remodelacije lahko traja tedne, mesece ali celo leta. Med njenim potekom se zmanjša število 
celic, ki so bile pred tem prisotne v rani (žilne celice, vnetne imunske celice in fibroblasti), in 
sicer zaradi apoptoze oz. drugih, za sedaj še neznanih mehanizmov, kar je pomemben korak za 























1.3 Dipeptidil peptidaza IV ali molekula CD26 (DPP IV/CD26) 
Molekulo DPP IV/CD26 sta leta 1966 prvič opisala Hopsu-Havu in Glenner, in sicer 
kot aktivni encim, izoliran iz jeter podgane. Gre za serinsko proteazo (EC 3.3.14.5), imenovano 
tudi „beljakovina, ki se veže na adenozin deaminazo“ (ang. adenosine deaminase binding or 
complexing protein) ali molekula CD26 (ang. cluster of diferentiation 26). Velja za 
najpomembnejšo članico družine DPP IV, v katero uvrščamo še molekule DPP8, DPP9 in FAPα 
(ang. fibroblast activating protein α). DPP IV/CD26 obstaja v topni in na membrano vezani 
obliki. Je multifunkcionalna molekula, saj ima tako proteolitično kot receptorsko funkcijo, 
deluje pa tudi kot adhezijska molekula za kolagen in fibronektin ter igra pomembno vlogo v 
imunskem sistemu, in sicer kot kostimulatorna molekula za limfocite T (35). 
 
1.3.1 Strukturne značilnosti molekule DPP IV/CD26 
DPP IV/CD26 je glikoprotein, z velikostjo 110 kD, ki je zgrajen iz 766 aminokislin (ak), 
urejenih v tri strukturne podenote: citoplazemsko (ak 1-6), transmembransko (ak 7-28) in 
obsežno zunajcelično domeno (ak 29-766) (36). Zadnji, največji strukturni del molekule 
vsebuje glikozilirano področje, področje bogato s cisteinom in C-terminalno področje (37). 
Aminokislinska sekvenca človeške molekule DPP IV/CD26 se v 85 % ujema z aminokislinskim 
zaporedjem enake molekule pri miših in podganah (38). 
Encim DPP IV/CD26 se v organizmu najpogosteje pojavlja v obliki homodimera, 
sestavljenega iz dveh domen:, in sicer hidrolazne domene α/β in propelerske domene β, ki se 
razlikujeta po zgradbi in funkciji. Hidrolazna domena α/β je sinonim za katalitično domeno, ki 
se nahaja na površini celične membrane. Zgrajena je iz šestih vzporednih verig β-zgubane 
strukture ter dveh antiparalelnih verig, ki tvorita osrednjo β-zgubano ploskev z nekaj 
vijačnicami α. V področju hidrolazne domene se nahaja aktivno mesto encima, ki je sestavljeno 
iz katalitične triade Ser630-Asp708-His740. Ugotovili so, da je za katalitsko aktivnost DPP 
IV/CD26 potreben tudi tirozinski ostanek (Tyr547) v hidrolazni domeni. Propelerska domena β 
pa je sestavljena iz osmih ploskev, od katerih vsaka vsebuje po štiri paralelne verige β. V tej 
domeni je skrito aktivno središče molekule, ki otežuje dostop do substrata. Znotraj propelerske 
domene β je veliko cisteinskih ostankov, ki omogočajo tvorbe disulfidnih mostičkov in 
sodelujejo pri oblikovanju funkcionalne konformacije DPP IV oz. prispevajo k stabilizaciji 






Slika 4: Struktura homodimera DPP IV/CD26 s prikazom aktivnega mesta; prirejeno 
po (40). 
 
1.3.2 Topna oblika DPP IV/CD26 
Topno obliko DPP IV/CD26 lahko najdemo v serumu, urinu, slini, semenski tekočini in 
plodovnici (41). Domnevajo, da nastane s proteolizo membransko vezane oblike in da deluje 
stimulatorno na proliferacijo aktiviranih limfocitov v krvi. Ugotovili so, da metaloproteinaze, 
MMP1, MMP2, MMP9 in MMP14, olajšajo sproščanje topne molekule CD26 (sCD26) iz 
adipocitov in celic gladkega mišičja krvnih žil. Strukturi topne in membransko vezane oblike 
sta si zelo podobni. Edina razlika med njima je odsotnost citoplazemske in transmembranske 
domene pri sCD26. Tako kot za transmembransko obliko, je tudi za sCD26 značilna obilna 
glikozilacija. 
Spremembe v koncentraciji in aktivnosti sCD26 na splošno povezujejo z različnimi 
patofiziološkimi stanji. Zmanjšanje aktivnosti topne oblike encima je povezano z 
imunosupresivnimi stanji in nekaterimi tumorji. Znižane koncentracije sCD26 so našli tudi pri 
bolnikih s sistemskim eritematoznim lupusom, medtem ko so bile koncentracije topne oblike 







1.3.3 Funkcije DPP IV/CD26 
 Molekula DPP IV/CD26 lahko deluje kot receptor, kostimulator, adhezijska molekula, 
povezana pa je tudi s procesom apoptoze. Kot receptor lahko reagira z receptorskimi in ne-
receptorskimi molekulami. Molekula, ki se najpogosteje veže na transmembransko domeno 
DPP IV/CD26, je adenozin deaminaza (ADA), encim, ki katalizira ireverzibilno pretvorbo 
adenozina in 2'-deoksiadenozina v inozin in 2'-deoksinozin ter igra pomembno vlogo pri 
razvoju in delovanju limfoidnega tkiva. Kompleks ADA-CD26 je pomemben za regulacijo 
adhezije limfocitov T na epitelne celice. Interakcija med obema encimoma namreč deluje kot 
kostimulatorni signal za aktivacijo limfocitov T ter tako posredno poveča sproščanje 
proinflamatornih citokinov, kot so IFN-γ, TNF-α in IL-6. Poleg adenozin deaminaze se na DPP 
IV/CD26 veže tudi plazminogen. V interakciji teh dveh encimov pride do tvorbe aktivnega 
plazmina, ki spodbuja razgradnjo zunajceličnega matriksa in tako sodeluje pri migraciji 
normalnih celic, pa tudi pri invaziji tumorjev in metastaziranju. Glikoziliran domena molekule 
DPP IV reagira z IGFIIR (ang. mannose 6-phosphate insulin-like growth factor II-receptor), 
kar povzroči internalizacijo encima in njegovo obnavljanje v hepatocitih in intestinalnih 
epitelijskih celicah. Poleg tega DPP IV preko področja, bogatega s cisteinom, deluje tudi kot 
receptor za dva proteina zunajceličnega matriksa, in sicer kolagen ter fibronektin (35). 
Najpomembnejša med vsemi pa je proteolitična funkcija molekule DPP IV/CD26, pri 
čemer kot prolil-oligopeptidaza z reakcijo hidrolize razgrajuje biološko aktivne peptide in tako 
sodeluje pri aktivaciji ali inaktivaciji kemokinov, citokinov, nevropeptidov, peptidnih 
hormonov in rastnih dejavnikov. Tovrstno delovanje DPP IV/CD26 povzroči cepitev N-
terminalnih koncev proteinov, ki na predzadnjem mestu vsebujejo aminokislini alanin ali 
prolin, zato so vsi, ki izpolnjujejo ta pogoj, potencialni substrati tega encima (42). 
 
1.3.3.1  Vloga DPP IV/CD26 v metabolizmu glukoze 
Pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 je zmanjšan obseg izločanja inzulina, ki ga 
sproži vnosom hrane v prebavni sistem. Ta t.i. inkretinski učinek uravnavata dva hormona, 
inkretina, in sicer inzulinotropni peptid, odvisen od glukoze (ang. glucose–dependent 
insulinotropic polypeptide; GIP) ter glukagonu podoben peptid 1 (ang. glucagon–like peptide–
1; GLP-1). 
GLP-1 tvorijo L-celice v distalnem jejunumu in proksimalnem ileumu, in sicer v dveh 
oblikah, od katerih je le ena aktivna. DPP IV/CD26 deluje tako, da iz aktivnega hormona GLP-
1 odstrani dve N-terminalni aminokislini, s čimer ga inaktivira. Na enak način inaktivira tudi 
drugi inkretin, GIP. GLP-1 je odgovoren za izločanje inzulina in za supresijo izločanja 
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glukagona. Glede na to, da je encim DPP IV/CD26 v človeškem telesu široko dostopen, se 
GLP-1 kot njegov substrat hitro presnavlja, zato je njegov razpolovni čas v krvnem obtoku le 
nekaj minut. Pri ljudeh s kronično hiperglikemijo in sladkorno boleznijo so zabeležili povečano 
aktivnost DPP IV/CD26, a so z uporabo inhibitorjev tega encima podaljšali čas aktivnosti 
inkretinov, ter tako izboljšali njihovo stanje (Slika 5) (43). 
 
 
Slika 5: Funkcija molekule DPP IV/CD26 in mehanizem delovanja njenih 
inhibitorjev; prirejeno po (38). 
 
1.3.3.2  Vloga DPP IV/CD26 v procesu celjenja ran 
Molekula DPP IV/CD26 ima pomembno vlogo tudi pri uravnavanju proliferacije, 
migracije in apoptoze celic, ki so vpletene v pomembne mehanizme celjenja ran. V procesu 
celjenja ran sodelujejo številni biološko aktivni peptidi, citokini, kemokini in rastni dejavniki, 
od katerih so nekateri substrati encima DPP IV/CD26, kar mu omogoča, da sodeluje v regulaciji 
regeneracije poškodovnega tkiva tako, da deluje na angiogenezo, preživetje celic in njihovo 
proliferacijo  (44). Ugotovili so tudi, da imunomodulatorna funkcija molekule DPP IV/CD26 
prispeva k celjenju ran, in sicer z reguliranjem aktivacije limfocitov T oz. vplivanjem na njihovo 
proliferacijo (45). Domnevajo, da se zaradi izločanja citokinov v procesu celjenja ran, poveča 
izražanje DPP IV/CD26 na limfocitih T. Z inhibicijo te molekule bi lahko vplivali na 
zmanjšanje možnosti za nastanek kroničnih ran, kjer podaljšano trajanje vnetne faze lahko 
povzroči trajno poškodbo tkiva (46). 
Optimalno celjenje kožnih ran zahteva torej dobro organizirano in nadzorovano 
povezovanje kompleksnih bioloških funkcij različnih vrst celic. Glede na številne različne 
vloge molekule DPP IV/CD26 so preučevali učinke njenih inhibitorjev na proces celjenja ran 
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pri diabetesu in ugotovili, da le-ti koordinirajo celične aktivnosti keratinocitov in fibroblastov 
pri indukciji epitelijsko-mezenhimskega prehoda, ki je ključni proces pri reepitelizaciji in 
obnavljanju poškodovanega tkiva (45). 
Tudi kemokin SDF-1α (ang. stromal cell-derived factor 1) ali CXCL12 je pomemben 
dejavnik v procesu angiogeneze. Njegovo sintezo regulira HIF-1α. SDF-1α s svojo 
kemotaktično funkcijo povečuje z VEGF inducirano proliferacijo endotelijskih celic. Ker je 
SDF-1α prav tako substrat molekule DPP IV/CD26, lahko trdimo, da ta encim, preko njegove 
inaktivacije, vpliva na angiogenezo in reepitelizacijo. Za nadzor procesa angiogeneze sta 
pomembna še dva kemokina, in sicer IP-10 in MIG, ki sta njena inhibitorja. Funkcijo teh dveh 
kemokinov prav tako uravnava DPP IV/CD26, ki zmanjšuje njuno kemotaktično sposobnost, 
pri tem pa oba ohranjata sposobnost inhibicije angiogeneze (47). 
Poleg tega pa je molekula DPP IV/CD26 v fazi proliferacije in remodeliranja, vpletena 
v razgradnjo kolagena. Dokazali so namreč, da njeni inhibitorji preprečujejo prekomerno 
kopičenje zunajceličnega matriksa in s tem nastanek brazgotin (45). Glede na vsa navedena 
dejstva lahko trdimo, da ima molekula DPP IV/CD26 pomembno vlogo v procesu celjenja ran, 
saj  vpliva tako na regulacijo vnetne faze, faze proliferacije in tudi faze remodeliranja. 
 
1.3.4 Substrati DPP IV/CD26 
Potencialni substrati tega encima so lahko med številnimi biološko aktivnimi peptidi, 
npr. nevropeptidi, hormoni, citokini, kemokini in rastnimi dejavniki, teoretično vsi tisti, ki 
vsebujejo evolucijsko ohranjen prolinski ostanek na predzadnjem mestu njihovih 
aminokislinskih sekvenc (48). Vendar pa so le za majhno število peptidov, ki izpolnjujejo ta 
pogoj, dokazali, da dejansko pride do njihove z DPP IV/CD26 in vivo. Ugotovili so, da so 
najboljši substrati encima peptidi z manjšo molekulsko maso. Tako obstaja v primeru citokinov 
omejitev njihove velikosti na okoli 24 aminokislin, kar še omogoča njihovo cepitev z DPP 
IV/CD26. Poleg tega pa na uspešno prepoznavanje substrata vpliva tudi aminokislinsko 
zaporedje v neposredni bližini predzadnje aminokisline (49). 
Preglednica I vsebuje seznam najpomembnejših substratov molekule DPP IV/CD26 ter 
učinke tega encima nanje. Navedeni substrati so vključeni v različne fiziološke, vnetne in 
nevrološke procese, kar dodatno potrjuje pomembno vlogo, ki jo ima molekula DPP IV/CD26 







Preglednica I: Seznam nekaterih substratov molekule DPP IV/CD26; povzeto po (38). 
 
 Substrati Biološki učinek 







Peptid YY Sprememba v receptorju 
Nevropeptidi Nevropeptid Y Sprememba v receptorju 
 
β-kazomorfin Inaktivacija 
Endomorfin 1 i 2 Sprememba v receptorju 
Substanca P Inaktivacija 
Vazoaktivni peptidi Bradikinin Sprememba v receptorju 
 
VIP Inaktivacija 
BNP Sprememba v receptorju ali 
inaktivacija 
Kemokini CCL3 (MIP-1α) Povečana aktivnost 
 
CCL4 (MIP-1β) Sprememba v receptorju 
CCL5 (RANTES) Sprememba v receptorju 
CCL11 (Eotaksin) Inaktivacija 
CCL22 (MDC) Sprememba v receptorju 













1.3.5 Inhibitorji molekule DPP IV/CD26 
Odkritje inhibitorjev DPP IV pred več kot desetimi leti je ponudilo alternativo za 
zdravljenje diabetesa, v smislu učinkovitejšega zniževanja koncentracije glukoze v krvi, še 
posebej po neuspešni monoterapiji z metforminom, in je zato predstavljalo pomemben 
napredek pri terapiji sladkorne bolezni tipa 2 (51). V svetu se uporablja najmanj 11 različnih 
inhibitorjev. Prvi, ki so ga v terapijo uvedli leta 2006, je bil sitagliptin (52). Inhibitorji DPP 
IV/CD26 zelo učinkovito znižujejo koncentracije glukoze v krvi, zmanjšajo tveganje za 
nastanek hipoglikemije, ne vplivajo na telesno maso in imajo malo neželenih učinkov. Trenutne 
terapevtske smernice priporočajo njihovo sočasno uporabo z metforminom in drugimi 
antidiabetičnimi zdravilnimi učinkovinami za zdravljenje odraslih bolnikov z diabetesom tipa 
2, seveda ob ustreznem nadzoru prehrane in telesni vadbi. V obliki monoterapije pa jih 
uporabljajo, kadar je metformin kontraindiciran, npr. pri bolnikih z zmerno in hudo poškodbo 
ledvic (51). 
V okviru večjih kliničnih študij so ocenjevali varnost in učinkovitost inhibitorjev DPP 
IV/CD26 tudi pri zdravljneju diabetesa tipa 1. Dokazali so, da izboljšujejo glikemično kontrolo 
in zmanjšujejo pojav hipoglikemije ter  potrebe po inzulinu. Pri tem niso poročali o hudih 
hipoglikemičnih epizodah ali neželenih učinkih, pač pa le o gastrointestinalnih težah (bruhanje, 
driska, slabost), simptomih, podobnih gripi, ter o kožnih reakcijah. Omenjeni izsledki so 
potrdili, da so inhibitorji DPP IV/CD26 obetavne zdravilne učinkovine tudi za avtoimunski 
diabetes, pri čemer pa so potrebne nadaljnje študije za potrditev njihove terapevtske 
učinkovitosti in varnosti (53). 
Inhibitorje DPP IV trenutno uporabljajo za zdravljenje diabetesa, inzulinske rezistence, 
diabetične hiperlipidemije in dislipidemije, hiperglikemije, gestacijskega diabetesa, za 
preprečevanje nastanka diabetesa tipa 2, mikrovaskularnih in makrovaskularnih zapletov 












1.3.5.1 Metabolni učinki inhibicije DPP IV/CD26 
Inkretinska hormona, GIP in GLP-1 se v krvni obtok sproščata postprandialno in 
spodbujata sekrecijo inzulina, stimuliranega z glukozo. GLP-1 pa ima tudi druge učinke, 
povezane s homeostazo glukoze, in sicer preložitev praznenja vsebine želodca, inhibicijo 
izločanja glukagona in stimulacijo biosinteze inzulina (55). Poleg tega vpliva na celice β 
trebušne slinavke tako, da stimulira njihovo neogenezo in zavira njihovo apoptozo. GLP-1 
deluje sinergistično z GIP, kar izzove približno 60-70 % postprandialne sekrecije inzulina. 
Vendar pa je obstojnost obeh hormonov v krvnem obtoku zaradi katalitičnega delovanja encima 

























2. Načrt dela 
Naše delo v okviru magistrske naloge bo temeljilo na predpostavki, da ima molekula 
DPP IV/CD26 pomembno vlogo v procesu celjenja ran pri sladkorni bolezni, in sicer zaradi 
spreminjanja bioloških aktivnosti njenih substratov, ki sodelujejo v procesih celjenja in 
regeneracije poškodovanih tkiv. 
 Namen našega dela bo ugotoviti, ali molekula DPP IV/CD26 vpliva na angiogenezo 
in celjenje kožnih ran poskusnih živali, v pogojih eksperimentalne hiperglikemije, in na 
kakšen način. V ta namen smo si zastavili naslednje cilje: 
1. Vzpostaviti eksperimentalni model sladkorne bolezni v miših divjega tipa (C57BL/6) in 
CD26 - deficientnih miših (CD26-/-). 
2. Vzpostaviti poskusni model celjenja kožnih ran pri obeh sevih poskusnih živali; 
3. Preučiti ali in kako pomanjkanje DPP IV/CD26 vpliva na makroskopske in mikroskopske 
spremembe, ki se pojavijo med procesom celjenja ran v poskusnem modelu diabetesa pri 
obeh sevih poskusnih živali, in sicer s spremljanjem angiogeneze z analizo izražanja 
molekul VEGF, HIF-1α in IP-10. 
4. Ugotoviti, ali obstajajo v različnih časovnih intervalih med procesom celjenja ran, v 
pogojih eksperimentalne hiperglikemije, razlike v aktivnosti DPP IV/CD26 v serumskih in 
tkivnih vzorcih mišjega seva C57BL/6. 
 
Za eksperimentalno delo s poskusnimi živalmi smo pridobili vsa dovoljenja, in 
















3. Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
Za izvedbo poskusov smo uporabili naslednje kemikalije in reagente: 
Aceton (CH3COCH3), Kemika 
Citronska kislina, Kemika 
Depilacijska krema, Veet 
Eozin, Shandon Inc. 
Etanol (70 %, 96 %, 100 %), (CH3CH2OH), Kemika 
Glicin-prolin-p-nitroanilid (Gly-Pro-p-NA); Sigma-Aldrich Life Sciences 
Hematoksilin, Shandon Inc. 
Klorovodikova kislina (HCl, 37 %), Kemika 
Ksilen (C8H10); Kemika 
Medij za montiranje histoloških preparatov Entellan; Merck 
Metanol (CH3OH), Kemika  
Narketan® 10, injekcijska raztopina, Vetoquinol 
Natrijev citrat-dihidrat, Kemika 
Natrijev-hidroksid (NaOH), Kemika 
Ocetna kislina (CH3COOH); Kemika 
Paraformaldehid (4 %); Sigma-Aldrich Life Sciences 
Parafin; Shandon Inc. 
PBS (fiziološka raztopina puferirana s fosfatnim pufrom); Sigma-Aldrich Life Sciences Inc. 
Ponceau S (C22H12N4Na4O13S4), USB Corporation 
Proteinski marker Fermentas Life Sciences PageRulerTM, Fermentas 
Proteinski marker Kaleidoscope Prestained Standards, BIO-RAD 
RIPA Lysis Buffer (Radioimmunoprecipitation buffer), pufer za liziranje in izolacijo proteinov 
tkiv 1x, z inhibitorji fosfataz in proteaz, sc-24948, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Streptozotocin, Sigma Chemical co. 
Substrat za detekcijo fotoluminiscentnega signala, Amersham ECL Plus Western Blotting 
Detection Reagents, RPN2132, GE Healthcare 
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilen-diamin), Amersham Biosciences 
Xylapan®, injekcijska raztopina, Vetoquinol           




Primarno poliklonsko kunčje protitelo anti-HIF-1α, (ab2185), Abcam, Inc. 
Primarno poliklonsko kunčje protitelo anti-VEGF, (ab46154), Abcam, Inc. 
Primarno mišje protitelo anti-aktin, Chemicon International, Temecula, CA 
Sekundarno mišje proti-kunčje protitelo IgG, konjugirano s hrenovo peroksidazo, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 
Sekundarno kozje proti-mišje protitelo IgG, konjugirano s hrenovo peroksidazo, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 
Sekundarno kozje proti-mišje protitelo Ig, cat. No.550337, BD Pharmigen 
Sekundarno kozje proti-zajčje protitelo IgG, H&L (biotin), ab6720, Abcam Inc. 
 
Naprave 
Analitična tehtnica, Mettler Toledo 
Aparat za pripravo ultra čiste vode, TKA, MicroPure 
Avtomatske pipete, Eppendorf 
Centrifuga LC-320, Tehtnica 
Centrifuga ROTINA 420R, Hettich Zentrifugen 
Čitalec mikrotitrskih plošč Bio-tek EL808, Bio-tek instruments INC. 
Destilator vode, TKA Pacific 
Digitalna kamera (C-3030), Olympus 
Digitalni fotoaparat, Olympus 
Digitalna tehtnica, Mettler Toledo 
Glukometer, Accu-Chek® 
Histokinet, MSE 
Inštrument za jemanje bioptičnega materiala, Biopsy Punch, Miltex 
Kombinirani hladilnik z zamrzovalnikom, + 4/ -20˚C , Gorenje 
Brivnik, Simbo 
Mikrotom (HM340 E),  Leica 
Optični digitalni skener, Canon solutions 
pH-meter (MP 222), Mettler Toledo 
Svetlobni mikroskop (BX 40); Olympus B201 
Vodna kopel, Koettermann 
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Zamrzovalnik do -80˚C (VXE 490), Jouane 
Stresalnik z inkubatorjem,Unimax 1010, Heidolph 
 
Pufri in raztopine reagentov 
Acetatni pufer (pH=4,5) 
Za pripravo acetatnega pufra (pH=4,5) smo v 50 mL bučki zmešali 6,5 mL 1 M 
raztopine ocetne kisline z 2,5 mL 1 M raztopine NaOH in nato vsebino dopolnili z destilirano 
vodo do oznake. pH pripravljene raztopine smo merili z digitalnim pH-metrom in pH po potrebi 
uravnali na vrednost 4,5, bodisi z NaOH (1 M), HCl (1 M) ali destilirano vodo. Po pripravi smo 
acetatni pufer shranili v hladilniku pri temperaturi 4°C.  
 
Citratni pufer (pH=4,5) 
Citratni pufer (0,1 M) smo pripravili tako, da smo raztopili 1,051 g citronske kisline v 
50 mL ultra čiste vode ter 1,470 g natrijevega citrata v 50 mL ultra čiste vode (0,1 M). Nato 
smo 31,5 mL 0,1 M raztopine citronske kisline pomešali z 18,5 mL 0,1 M raztopine natrijevega 
citrata in vsebino dopolnili z destilirano vodo do oznake 100 mL. S pomočjo digitalnega pH-
metra smo izmerili pH pripravljene raztopine  in v primeru odstopanja od želene vrednosti 
dodali nekaj kapljic 0,1 M raztopine natrijevega citrata ali 0,1 M citronske kisline. 
 
Pufer Tris-HCl (pH=8,0) 
Za pripravo pufra Tris-HCl (pH=8) smo najprej raztopili 1,2114 g trdne baze Tris v 10 
mL destilirane vode in tako pripravili njeno 1 M raztopino. Nato smo 50 mL merilni bučki 
pomešali 4,305 mL 1 M raztopine Tris in 2,5 mL 1 M HCl ter vsebino dopolnili do oznake z 
destilirano vodo. pH vrednost raztopine smo izmerili z digitalnim pH-metrom in jo po potrebi 
naravnali na želeno vrednost z dodatkom nekaj kapljic HCl (1 M), NaOH (1 M) ali destilirane 
vode. Pufer smo po pripravi shranili na 4 °C. 
 
Pufer Tris-HCl (pH=6,8) 
Za pripravo pufra Tris-HCl (pH=6,8) (0,5 M) smo v 250 mL ultra čiste vode raztopili 
15,14 g trdne baze Tris in pH izmerili z digitalnim pH-metrom. Po potrebi se pH vrednost 
raztopine naravna na želeno vrednost z dodatkom HCl (1 M). Pufer smo uporabili za pripravo 





Raztopina streptozotocina v citratnem pufru 
Raztopino smo pripravili tako, da smo 22,5 mg streptozotocina raztopili v 1,0 mL sveže 
pripravljenega citratnega pufra (pH=4,5), in sicer tik pred intraperitonealno aplikacijo 
poskusnim živalim, saj bi se sicer razgradil. Ker je streptozotocin občutljiv na svetlobo, smo 
epruveto z njegovo raztopino zaščitili pred svetlobo.  
 
Substrat za določitev katalitičnega delovanja DPP IV/CD26 
Za določitev katalitične aktivnosti encima DPP IV/CD26 smo uporabili komercialno 
dostopni substrat glicin-prolin-p-nitroanilid (gly-pro-p-NA) proizvajalca Sigma-Aldrich Life 
Sciences. V originalnem vsebniku je bilo 25 mg substrata, ki smo ga raztopili v 1.901 μL ultra 
čiste vode. Dobljeno raztopino smo shranili na 4 °C. 
 
Pufer za nanos vzorcev na gel za elektroforezo 
Petkratni koncentrirani pufer za nanos vzorcev za gel za elektroforezo smo pripravili 
tako, da smo v 2 mL ultra čiste vode dodali 5 mL glicerola, 1 g SDS-a, 5 mg bromofenol 
modrega in 3 mL pufra Tris-HCl (1 M) pH = 6,8. Zmes smo nato 10 minut segrevali na 100 °C 
ter dobljeno raztopino razdelili v čiste plastične epruvete in jih do uporabe shranili na -20 °C. 
 
Izhodni pufer za elektroforezo in prenos proteinov 
Desetkratni koncentrirani izhodni pufer za elektroforezo in prenos proteinov smo pripravili na 
naslednji način: z analitično tehtnico smo stehtali 30,275 g baze Tris in 144,13 g glicina. 
Sestavine smo raztopili v 1 L ultra čiste vode in dobljeno raztopino shranili pri 4 °C do uporabe. 
 
Pufer za elektroforetsko ločevanje proteinov 
Ta pufer smo pripravili z mešanjem 50 mL raztopine desetkratnega koncentriranega 
ishodnega pufra za elektroforezo in prenos proteinov s 5 mL 10 % raztopine SDS ter nato 
dopolnili z ultra čisto vodo do volumna 500 mL. Pufer smo pripravili na dan analize ter ga 










Pufer za prenos proteinov 
Pufer za prenos proteinov smo pripravili na naslednji način: 50 mL raztopine 
desetkratnega koncentriranega pufra za elektroforezo in prenos proteinov smo zmešali s 100 
mL metanola in dopolnili z ultra čisto vodo do volumna 500 mL. Pufer smo pripravili na dan 
izvajanja tehnike s predhodnim hlajenjem na 4 °C pred uporabo. 
 
3.1.2 Laboratorijske živali  
Poskuse smo izvedli z uporabo dveh različnih sevov laboratorijskih živali, in sicer miši 
divjega tipa (C57BL/6, CD26+/+) in CD26-deficientnih miši (CD26-/-), ki so sicer v osnovi prav 
tako pripadnice seva C57BL/6, a imajo inaktiviran gen za molekulo DPP IV/CD26. Slednje 
smo pridobili s prijazno pomočjo dr. Didierja Margueta (Centre d'Immunologie de Marseille-
Luminy, Parc Scientifique de Luminy, Marseille Cedex, Francija). 
Za poskuse smo uporabili izključno miši moškega spola, v starosti od 8 do 10 tednov, 
ki so bile vzgajane v osrednjem živalskem vzgojnem centru Medicinske fakultete na Reki. 
Tekom eksperimentov so poskusne živali prebivale v vivariju Oddelka za fiziologijo in 
imunologijo Medicinske fakultete na Reki, v standardnih kletkah za shranjevanje 
laboratorijskih miši, ob naravnem ciklu izmenjave svetlobe in teme ter bile hranjene s 
standardno laboratorijsko hrano (Standard diet GLP; Mucedola, Italija) in vodo ad libitum. 
 
3.1.3 Etični vidiki raziskave na poskusnih živalih 
Raziskavo na laboratorijskih poskusnih živalih smo izvajali v skladu z veljavnim 
zakonskim predpisom (Uradni list oz. Narodne novine, NN, 19/99) in pravilnikom (NN 176/04) 
Republike Hrvaške. Pri tem smo upoštevali vsa temeljna etična in znanstvena načela glede 
izvajanja poskusov na laboratorijskih živalih in se dosledno izogibali nepotrebnim poskusom 
ter skrbeli, da poskusne živali niso trpele. Raziskava je potekala v skladu z načeli 3R (ang. 
replacement, reduction, refinement). Študijo je odobril Odbor za etiko Medicinske fakultete 









3.2.1 Osnovni načrt poskusa 
Najprej smo izdelali osnovni načrt poskusa, ki je vključeval različne skupine poskusnih 
živali ter različne metode za preučevanje predpostavk in doseganje zastavljenih ciljev. 
Poskusne živali smo razdelili v dve osnovni skupini. Prvo so predstavljali samci divjega tipa 
miši seva C57BL/6, drugo pa prav tako samci CD26-deficientnih miši. Znotraj posameznega 
seva smo živali razdelili na dve podskupini. V prvi so bile živali, v katerih smo eksperimentalni 
model diabetesa vzpostavili z uporabo raztopine streptozotocina v citratnem pufru, v drugi, ki 
je služila kot kontrola, pa so bile netretirane miši, ki smo jim namesto raztopine streptozotocina 
intraperitonealno aplicirali samo citratni pufer. V vsaki podskupini je bilo od 8 do 12 živali 
posameznega seva. Vsem živalim z razvitim diabetesom smo inducirali po dve enaki kožni rani, 
s premerom po 5 mm, in sicer na dorzalnem delu, nato pa jih v predvidenih časovnih točkah 
(Slika 6) usmrtili s cervikalno dislokacijo, ob doslednem upoštevanju vseh etičnih principov 





Slika 6: Shematski prikaz časovnega poteka poskusov od indukcije ran, do žrtvovanja 









3.2.2 Vzpostavitev eksperimentalnega modela diabetesa v miših 
Eksperimentalni model diabetesa smo v obeh sevih poskusnih živali vzpostavili tako, 
da smo jim intraperitonealno vbrizgali sveže pripravljeno raztopino streptozotocina v citratnem 
pufru, in sicer v odmerku, za katerega smo s predhodnim pilotnim poskusom ugotovili, da je 
optimalen - 50 mg/kg ali 0,05 mg/g telesne mase miši. Omenjeni odmerek smo vsaki od za to 
določenih miši injicirali 5 dni zapored, pri čemer smo vsak dan zamenjali mesto aplikacije 
(nasprotne strani abdomna). Koncentracijo glukoze v krvi smo merili z glukometrom (Accu-
Chek®). Kožne rane smo inducirali le tistim poskusnim živalim, pri katerih smo v treh 
zaporednih dneh izmerili >16 mmol/L glukoze v krvi. 
 
3.2.2.1 Postopek anesteziranja poskusnih živali 
Pred postopkom indukcije ran smo vse izbrane poskusne živali izpostavili splošni 
anesteziji. V ta namen smo uporabili kombinacijo raztopin ksilapana (Xylapan®, raztopina za 
injiciranje, Vetoquinol) in narketana (Narketan® 10, raztopina za injiciranje, Vetoquinol), v 




Slika 7: Injiciranje anestetika v peritoneum poskusne živali. 
 
 
3.2.2.2  Indukcija kožnih ran 
Po vzpostavitvi anestezije smo poskusne živali prenesli v poseben prostor, kjer smo jih 
pripravili za induciranje ran, in sicer z odstranjevanjem dlak s hrbtnega dela telesa  (Sliki 8A in 







Slika 8: Postopek odstranjevanja dlak s hrbta poskusnih živali. 
 
Sledila je indukcija kožnih ran, in sicer z uporabo sterilnega inštrumenta za jemanje 
bioptičnega materiala (ang. biopsy punch). Najprej smo ustrezno očiščeno kožo vsake 
posamezne miši povezali na hrbtni strani (Slika 9A), ter na njej z močnim pritiskom inštrumenta 
za jemanje bioptičnega materiala naredili dve rani (Slika 9B) enakih velikosti, s premeroma po 










                       
Slika 9: Postopek indukcije kožnih ran na hrbtu miši. 
 
3.2.3 Pridobivanje mišjega seruma 
Pri žrtvovanju poskusnih živali smo odvzeli krvne vzorce s punkcijo orbitalnega sinusa. 
Epruvete s krvjo smo nato 30 min pustili pri sobni temperaturi, potem pa jih 10 minut  
centrifugirali pri 3.000 obratih/minuto. Tako pridobljene vzorce seruma smo prenesli v sterilne 














3.2.4 Priprava histoloških preparatov 
3.2.4.1  Vklapljanje tkivnih preparatov v parafin 
Poskusnim živalim smo poleg serumskih odvzeli tudi vzorce tkiva iz ran in 
nepoškodovane, kontrolne kože, za histološke raziskave. Vse tkivne vzorce smo 24 ur fiksirali 
v 4 % raztopini paraformaldehida, v plastičnih histoloških kasetah. Po fiksaciji smo jih 
dehidrirali z namakanjem v naraščajočih koncentracijah etanola (70 %, 80 %, 96 % in 100 %). 
Ker parafin ni topen v alkoholu, smo preparatom dodali ksilen, ki parafinu omogoča, da z 
iztiskanjem alkohola prodre v  tkivo. Opisane postopke smo izvajali v histokinetu, napravi z 
avtomatskimi programi za izvajanje dehidracije in bistrenja tkivnih preparatov. Po dodatku 
ksilena smo tkivne vzorce vklapljali v impregnacijski medij, tekoči parafin, segret na 
temperaturo od 50 - 60°C. Končni trdni parafinski blok pa smo dobili s hlajenjem na 4 °C. Pred 
postopkom rezanja z mikrotomom smo parafinske bloke najprej zamrznili pri -20 °C, nato pa 
jih za pripravo vzorcev za histološke analize, z mikrotomom Leica serijsko rezali na rezine, 
debele 2 μm, ki smo jih adherirali na silanizirana predmetna stekelca. 
 
3.2.4.2 Barvanje histoloških preparatov z metodo hematoksilin-eozin (HE)  
Vzorce tkivnih preparatov smo barvali z metodo hematoksilin-eozin (HE). 
Hematoksilin obarva vijoličnomodro kisle strukturne enote v celici (jedro in kromatin), eozin 
pa alkalne dele celic, predvsem citoplazmo,  rdeče. 
Najprej smo deparafinizirali vzorce, pritrjene na predmetna stekelca, in sicer tako, da 
smo jih za 5 min potopili v ksilen. Postopek smo ponovili 3-krat, pri tem pa vsakič uporabili 
svež ksilen. Nato smo tkivne vzorce rehidratirali z namakanjem v raztopinah s padajočimi 
koncentracijami alkohola (2 x v 100 %, 2 x v 90 %, 2 x v 70 % in 2 x v 50 % etanolu, vsakokrat 
po 4 minute). Po rehidraciji smo preparate 4 minute spirali v destilirani vodi in jih zatem 
obarvali s 3- do 4-minutno inkubacijo v raztopini hematoksilina. Nato smo jih 15 minut spirali 
pod curkom tekoče vode, jih za 2 s potopili v HCl (0,7 % 1 M HCl v 70 % alkoholu) 
(diferenciacija) ter jih ponovno, tokrat 10 minut spirali s tekočo vodo, na koncu pa jih za 3 
minute prenesli v destilirano vodo. Potem smo izvedli še barvanje z eozinom, pri čemer smo 
preparate na stekelcih inkubirali 3 minute v raztopini barvila, nato pa jih 3-krat po 5 minut 
spirali v destilirani vodi. Po barvanju smo histološke vzorce dehidrirali s pomakanjem v 
naraščajoče koncentracije alkohola (2 x v 70 %, 2 x v 96 % in 2 x v 100 % etanol, vsakokrat po 
30 s). Nato smo vzorce potapljali v raztopino ksilena, in sicer 3-krat po 5 min, vsakič v sveže 
topilo, potem pa jih posušili na zraku. Stekelca smo premazali z entelanom in jih pokrili s 
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krovnimi stekelci. Histološke preparate smo sušili 24 ur pri sobni temperaturi, nato pa izvedli 
mikroskopsko analizo z digitalnim zajemom slik. 
 
3.2.4.3  Imunohistokemijsko barvanje tkivnih preparatov 
Za določitev HIF-1α in VEGF in situ smo histološke rezine barvali imunohistokemijsko. 
Najprej smo jih deparafinirali v ksilenu (3 x po 5 minut, vsakič v svežem topilu), potem pa 
rehidratirali z namakanjem v upadajočih koncentracijah alkohola (2 x v 100 %, 2 x v 90 % in 2 
x v 70 % etanolu, vsakokrat po 3 minute). Nato smo tkivne preparate v 2 x po 3 minute spirali 
z destilirano vodo, takoj za tem pa jih za 5 minut prenesli v PBS. Naslednji korak je bil 
razkrivanje antigenov (ang. antigen retrieval), ki smo ga izvedli tako, da smo preparate v 
citratnem pufru (pH=6,0) segrevali v mikrovalovni pečici pri 800 W, dokler raztopina ni zavrela 
(cca. 3 minute), nato pa pustili še za 10 minut pri 350 W. Tekom postopka smo preverjali nivo 
raztopine in po potrebi nadaljevali s segrevanjem še 5 minut pri 350 W. V nadaljevanju smo 
histološke vzorce ohlajali 20 minut, potem pa jih najprej 3 minute spirali z destilirano vodo, 
nato pa še 5 minut v PBS. Sledilo je blokiranje endogene peroksidaze, in sicer 35 minut v 
mešanici 35 mL metanola, 35 mL PBS in 1,2 mL H2O2. Potem smo tkivne preparate temeljito 
sprali s PBS (2 x po 5 minut) in vsakemu dodali po 150 μL 10 % normalnega kozjega seruma, 
da bi preprečili nespecifično vezavo protiteles. Primarna protitelesa smo dodali neposredno v 
serum. Uporabili smo primarna kunčja poliklonska protitelesa proti HIF-1α, proizvajalca 
Abcam Inc., in sicer v redčitvi 1:20 ter primarna kunčja poliklonska protitelesa proeti VEGF, 
istega proizvajalca, v redčitvi 1:100. Tkivne rezine smo  s primarnimi protitelesi inkubirali v 
vlažni komori pri temperaturi 4 °C preko noči. Naslednji dan smo preparate najprej 3 x po 5 
minut spirali v PBS, nato pa jim dodali ustrezna sekundarna protitelesa v redčitvi 1:200 ter jih  
30 do 45 minut inkubirali v vlažni komori pri sobni temperaturi. V naših poskusih smo uporabili 
naslednja sekundarna protitelesa: kozje proti-mišje protitelo IgG (BD Pharmigen) in kozje anti-
IgG protitelo H&L (biotin) (Abcam Inc.). Po inkubaciji s sekundarnimi protitelesi smo preparate 
najprej sprali s PBS (3 x po 5 minut), nato pa jih v vlažni komori 45 minut inkubirali s 
streptavidinom, na katerega je bil vezan encim peroksidaza. Sledilo je ponovno spiranje s PBS 
(3 x po 5 minut), nato pa smo izvedli vizualizacija HIF-1α ali VEGF pozitivno označenih celic 
z dodatkom kromogenega substrata DAB za 20 sekund. Ali je bil postopek vizualizacije dobro 
izveden, smo preverjali s pomočjo mikroskopa. Nato smo tkivne preparate 10 minut spirali pod 
tekočo vodo, zatem pa še 5 minut v destilirani vodi. V naslednjem koraku smo izvedli 
kontrastno ali hematoksilno barvanje (15 sekund), ki sta mu sledila spiranje pod tekočo vodo 
(10 minut) in nato še z destilirano vodo (5 minut) ter dehidracija z namakanjem v naraščajočih 
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koncentracijah alkohola  (1 x v 70 %, 1 x v 80 %, 2 x v 96 % in 2 x v  100 %, vsakokrat po 3 
minute  in potapljanje v ksilen (3 x po 5 minut). Na koncu smo osušena stekelca s histološkimi 
rezinami premazali z entelanom in jih pokrili s krovnimi stekelci. 
 
3.2.5 Histomorfometrična in imunohistokemijska analiza tkivnih preparatov 
Tkivne preparate, ki smo jih predhodno obarvali s HE in imunohistokemijsko, je 
patohistološko, histomorfometrično in imunohistokemijsko pregledal in analiziral izkušen 
histolog. Za analizo rezultatov smo uporabili sistem za kvantitativni zajem in obdelavo 
mikroskopskih slik: svetlobni mikroskop (Olympus, Tokio, Japonska), digitalna kamera (TMC 
76S, Tokio, Japonska) in računalniški program Issa (VAMS, Zagreb, Hrvaška). S slednjim smo 
analizirali digitalne fotografije histoloških preparatov pri različnih povečavah. Dobljene 
rezultate smo za vsako skupino poskusnih živali predstavili v obliki povprečnih vrednosti ± 
pripadajočih standardnih odklonov. 
 
3.2.6 Intraperitonealni glukozni tolerančni test 
Glukozni tolerančni test je standardni postopek za določanje časa izločanja eksogeno 
dodane glukoze iz krvi in se uporablja pri sladkorni bolezni, inzulinski rezistenci, nepravilnem 
delovanju celic β trebušne slinavke in za ugotavljanje redkih motenj presnove ogljikovih 
hidratov. V ta namen smo uporabili intraperitonealni (i.p.) glukozni tolerančni test oz. IPGTT 
(angl. Intraperitoneal glucose tolerance test), pri katerem smo po i.p. injekciji 10 % raztopine 
glukoze (1 g glukoze (beta-D(+)glukoza), raztopljen v 10 mL sterilnega PBS), določali njene 
koncentracije v krvi v več časovnih točkah. Test smo izvedli na podskupinah miši obeh sevov 
(CD26-/- in C57BL/6). Vsako poskusno  žival smo stehtali in s pomočjo njene telesne mase 
izračunali potreben volumski odmerek 10 % raztopine glukoze, kot sledi: volumen 10 % 
raztopine glukoze (μL) = masa miši (g) x 20.  
Najprej smo poskusnim mišim, ki so bile 16 ur popolnoma brez hrane in s tem v fazi 
lakote, izmerili glukozo v krvi, tik preden smo jim i.p. injicirali 10 % raztopino glukoze, nato 
pa še 15, 30, 60, 90, 120, 180 in 240 minut po njeni aplikaciji. Koncentracijo glukoze v krvi 
smo merili z glukometrom. Ta amperometrično določi njeno količino z merjenjem električnega 
toka, ki ga povzroči oksidacija glukoze v glukonsko kislino z encimom glukoza-oksidaza ali pa 





3.2.7 Določanje enzimske aktivnosti DPP IV/CD26 
Encimsko oz. katalitično aktivnost DPP IV/CD26 smo določali v serumskih vzorcih 
miši C57BL/6 potem, ko smo jim vzpostavili diabetes z i.p. injiciranjem raztopine 
streptozotocina, poleg tega pa tudi v serumskih vzorcih zdravih kontrolnih miši istega seva, ki 
smo jim i.p. aplicirali samo citratni pufer. Encimsko aktivnost smo določali 
spektrofotometrično, z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč.  
Uporabljena metoda za analizo encimske aktivnosti DPP IV/CD26 temelji na razgradnji 
kromogenega substrata glicin-prolin-p-nitroanilid (Gly-Pro-p-NA), v vdolbinicah mikrotitrske 
plošče. V posamezno vdolbinico mikrotitrske plošče smo odpipetirali po 34 μL pufra Tris-HCl 
(pH=8), 2 μL raztopine kromogenega substrata (Sigma Chemical, Nemčija) in 4 μL vzorca 
preučevanega mišjega seruma, ter ploščo inkubirali 30 minut pri 37 °C (optimalni pogoji za 
reakcijo hidrolize substrata z encimom DPP IV/CD26 v testiranih serumskih vzorcih). Po 
inkubaciji smo v vdolbinice dodali po 160 μL acetatnega pufra (pH=4,5), s katerim smo ustavil 
reakcijo. Inteziteto rumene barve v vzorcih, ki je nastala s hidrolizo substrata, smo določili s 
primerjavo s slepim poskusom, ki smo ga izvedli za vsak posamezen testirani vzorec. Slepi 
poskus smo izvedli povsem enako kot testiranje vzorcev, s tem, da smo preučevani serum (4 
μL) dodali šele po dodatku acetatnega pufra (pH=4,5) tako, da hidroliza substrata zaradi 
inaktivirane encimske aktivnosti DPP IV/CD26 ni mogla poteči. 
Preglednica II prikazuje sestavine reakcijskih zmesi preučevanih in slepih serumskih 
vzorcev poskusnih živali, pripravljenih v vdolbinicah mikrotitrskih plošč.   
 
Preglednica II: Sestava in postopek priprave reakcijskih zmesi za 
spektrofotometrično določanje encimske aktivnosti DPP IV/CD26 slepih in aktivnih vzorcev 
serumov poskusnih živali. 
 SLEPI VZOREC (µL) VZOREC (µL) 
Tris-HCl pufer (pH=8,0) 34 34 
Substrat (Gly-Pro-p-NA) 2 2 
Vzorec (serum) - 4 
 Inkubacija vzorcev: 30 minut na 37 °C 
Acetatni pufer (pH=4,5) 160 160 




Absorpcijo svetlobe v posameznih vdolbinicah mikrotitrskih plošč, pri valovni dolžini 
405 nm, ki je proporcionalna količini nastalega obarvanega produkta oz. aktivnosti encima v 
preučevanih serumskih vzorcih,  smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč. 
 
3.2.7.1 Izračun encimske aktivnosti 
Encimsko aktivnost DPP IV/CD26 smo izračunali s pomočjo naslednje enačbe: 
 




⋅ 𝐴𝑣𝑧  
 
Legenda: 
Avz = absorbanca vzorcaVsk = skupni volumen reakcijske zmesi 
Vvz = volumen vzorca 
d = debelina kivete (1 cm) 
t = čas inkubacije v minutah (30 min) 
ε = molarni ekstinkcijski koeficient (za p-nitroanilid pri 405 nm: 9,9 ×103 mol) 
106 = faktor pretvorbe mola v μmol 
 
Izračunano encimsko aktivnost encima DPP IV/CD26 v serumskih vzorcih poskusnih 
miši seva C57BL/6 smo predstavili v mednarodnih enotah na  1 L, oz. 1 dm3 seruma (1 
mednarodna enota predstavlja hidrolizo 1 μmola substrata na minuto na 1 dm3 seruma). 
 
3.2.8 Tehnika Western blot  
S to tehniko smo določali izražanje molekul HIF-1α in VEGF v tkivih poskusnih živali. 
Postopek smo izvedli tako kot sledi: 1. ločevanje proteinov na gelu z elektroforezo; 2. prenos 
proteinov z gela na membrano; 3. vezava specifičnih primarnih in sekundarnih protiteles na 
ciljni protein; 4. detekcija kemiluminiscenčnega signala. 
 
3.2.8.1 Elektroforezno ločevanje proteinov 
Proteine, ki jih vsebujejo tkivni homogenati, smo ločili glede na njihove velikosti na 





3.2.8.1.1 Priprava gelov za elektroforezno ločevanje proteinov 
SDS-PAGE-akrilamidni gel je sestavljen iz dveh delov, koncentracijskega ali zgornjega 
in separacijskega oz. spodnjega gela. Gela smo pripravili ločeno in po polimerizaciji spodnjega, 
temu dodali še zgornjega, ki prav tako polimerizira tako, da skupaj tvorita kompaktno 
želatinasto strukturo dveh različnih trdot. 
 
3.2.8.1.2 Priprava separacijskega gela za elektroforezo 
Separacijski gel za elektroforezo smo pripravili z uporabo ustreznega razmerja 
reagentov, ki so navedeni v Preglednici III, in sicer skladno z njegovo želeno gostoto. Sestavine 
smo ob stalnem mešanju v raztopino dodajali zaporedno, glede na vrstni red, prikazan v prvem 
stolpcu Preglednice III. 
 
Preglednica III:  Sestavine in njihove količine, potrebne za pripravo separacijskih gelov 
različnih gostot, namenjenih elektroforeznemuločevanju proteinov v tkivnih homogenizatih. 
 
 Gostota gela 
Sestavina 12 % 10 % 12,5 % 15 % 18 % 
H2O (ultra čista) 4,120 mL 3,610 mL 2,990 mL 2,370 mL 1,620 mL 
Tris/HCl pufer (1M, 
pH=8,8) 
3,750 mL 3,750 mL 3,750 mL 3,750 mL 3,750 mL 
Akrilamid/Bisakrilamid 2,000 mL 2,500 mL 3,120 mL 3,740 mL 4,490 mL 
20 % SDS 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
(NH4)2S2O2 48 µL 48 µL 48 µL 48 µL 48 µL 
TEMED 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 
 
Postopek polimerizacije gela sprožimo z dodatkom (NH4)2S2O2 in TEMED-a. 
Raztopino smo takoj zatem nanesli na stekelca BIO-RAD za pripravo elektroforeznih gelov za 
ločevanje proteinov. 
 
3.2.8.1.3 Priprava koncentracijskega gela za elektroforezo 
Koncentracijski oz. zgornji elektroforezni gel za smo ob stalnem mešanju pripravili z 





Preglednica IV: Sestavine in njihove količine, potrebne za pripravo separacijskega gela, 
namenjenega elektroforeznemu ločevanju proteinov v tkivnih homogenizatih. 
 
Sestavina 5 % gel 
H2O (ultra čista) 3,690 mL 
Tris/HCl pufer (0,5M, pH=6,8) 625 µL 
Akrilamid/Bisakrilamid 562,5 µL 
20 % SDS 25 µL 
(NH4)2S2O2 25 µL 
TEMED 5 µL 
 
Proces polimerizacije gela se začne po dodatku (NH4)2S2O2 in TEMED-a. Pripravljeno 
raztopino smo nanesli neposredno na predhodno pripravljen in že polimerizirani separacijski 
gel (na stekelcih BIO-RAD) in vanjo namestili plastični vstavek za oblikovanje vdolbinic za 
nanašanje vzorcev. Po polimerizaciji in odstranitvi omenjenega vstavka je v separacijskem gelu 
10 vdolbinic s širino 0,75 mm. Pripravljene gele za moramo uporabiti še isti dan ali najkasneje 
naslednji dan, po shranjevanju v hladilniku na 4 °C. 
 
3.2.8.1.4 Priprava vzorcev za nanos na elektroforezni gel  
Vzorce tkivnega homogenizata smo razredčili v pufru za nanos vzorcev na gel za 
elektroforezo. Po 20 μL vsakega od vzorcev z ustrezno koncentracijo smo pripravili z dodatkom 
pufra RIPA in jih najprej 10 minut segrevali v vodni kopeli na 95 °C, nato pa ohladili in nanesli 
v vdolbinice gelov za elektroforetsko ločevanje proteinov. V prvo vdolbinico smo vedno 
nanesli kontrolni vzorec, ki vsebuje različno obarvane proteine z znanih molekulskih mas. 
Uporabljali smo naslednje komercialno dostopne kontrole:  Kaleidoscope Prestained 
Standards, BIO-RAD in Fermentas Life Sciences PageRulerTM. 
 
3.2.8.1.5 Elektroforezno ločevanje proteinov 
Elektroforezno ločevanje proteinov smo izvedli na elektroforeznem sistemu SDS-
PAGE (Bio-rad, ZDA). Stekelca z geli za elektroforezo z nanesenimi kontrolami in vzorci 
tkivnih homogenatov proteinov smo postavili v kad za elektroforezo, in dolili 500 mL 
predhodno pripravljenega pufra za elektroforezno ločevanje proteinov. Kad smo priključili na 
vir električne napetosti (50 V), s stalnim hlajenjem. Elektroforezo smo izvajali več ur in za 
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potovanje proteinov v gelu spremljali kontrolo z vidnimi obarvanimi proteinskimi 
komponentami znanih molekulskih mas ter položaj fronte preiskovanih vzorcev, ki je zaradi 
pufra za nanos vzorcev na gel obarvana temno modro barvo. Postopek smo zaključili, ko sta 
omenjena fronta in obarvani kontrolni proteinski fragment z najmanjšo molekulsko maso, 
dosegla dno gela.  
Po končanem procesu elektroforeze proteinov smo gele pustili 20 minut v predhodno 
pripravljenem pufru za prenos proteinov. V enake pufru smo za 10 min pustili tudi Whatmanov 
papir za prenos. Nato je sledil še postopek priprave polivinilidenske membrane (PVDF) in na 
koncu prenos proteinov na membrano.  
 
3.2.8.1.6 Prenos proteinov na membrano PVDF 
Prenos proteinov na membrano smo izvedli z uporabo sistema za prenos proteinov 
Trans-blot semi-dry transfer cell (BIO-RAD, ZDA). Najprej smo postavili Whatmanov papir 
za prenos na anodno ploščo, nanj namestili membrano PVDF, nato nanjo položili akrilamidni 
gel z elektroforezno ločenimi proteini, tega pa pokrili še z enim Whatmanovim papirjem. 
Sistem smo zaprli z namestitvijo katodne plošče in varnostnega pokrova ter ga priključili na 
stalni vir električnega toka (0,22 mA). Postopek prenosa je trajal 45 minut. 
Njegovo uspešnost smo preverjali z barvanjem membrane s prenesenimi proteini v 
raztopini barvila Ponceau S. Nato smo membrano sprali v destilirani vodi, da smo odstranili 
barvilo in 2 uri blokirali nespecifična vezavna mesta za protitelesa v sveže pripravljeni 5 % 
raztopino nemastnega mleka, na sobni temperaturi. 
 
3.2.8.1.7 Vezava specifičnih primarnih in sekundarnih protiteles na proteine 
V elektroforezno ločenih vzorcih proteinov iz tkiv različnih skupin poskusnih miši smo določali 
obseg izražanja molekul HIF-1α in VEGF. Za preverjanje pravilnosti postopka detekcije ciljnih 
proteinov smo kot kontrolo uporabili ubikvitarni tkivni protein aktin. Proteine smo najprej 
označili s specifičnimi primarnimi poliklonskimi protitelesi, in sicer s  kunčjimi proti HIF-1α 
(ab2185; Abcam, Inc;); kunčjimi  proti VEGF (ab46154; Abcam, Inc) ter mišjimi proti aktinu 
(kontrola) (Chemicon International, Temecula, CA, ZDA). 
Del membrane s proteini ustrezne molekulske mase, smo potopili v raztopino z 
izbranimi  primarnimi protitelesi in jo pustili čez noč pri temperaturi 4 °C, ob stalnem rahlem 
mešanju na stresalniku. Del membrane, ki vseboval aktin (42 kDa), pa smo najprej pustili čez 
noč v pufru za blokiranje mest nespecifičnih vezav, nato pa ga za 30 minut pri temperaturi 4 °C 
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potopili v raztopino s primarnimi protitelesi proti aktinu. Po končani inkubaciji s primarnimi 
protitelesi smo membrane trikrat sprali s po 15 minutnim steresanjem na stresalniku, v raztopini 
za spiranje TBS-T). Nato smo jih prenesli v raztopine ustreznih sekundarnih protiteles in jih 90 
minut stresali na stresalniku na sobni temperaturi. Za detekcijo HIF-1α in VEGF smo uporabili 
sekundarna mišja proti-kunčja protitelesa IgG, konjugirana s hrenovo peroksidazo(Santa Cruz 
Biotechnology, Inc), za aktin pa sekundarna kozja proti-mišja protitelesa IgG, prav tako 
konjugirana s hrenovo peroksidazo (Santa Cruz Biotechnology, Inc). 
Po vezavi sekundarnih na primarna protitelesa smo membrane spirali 15 min tako, da 
smo jih stresali na stresalniku v raztopini TBS-T. 
 
3.2.8.1.8 Detekcija fotoluminiscenčnega signala z merjenjem kemiluminiscence 
Ker so sekundarna protitelesa vsebovala konjugiran encim hrenovo peroksidazo (HRP; ang. 
horseradish peroxidase,), je po dodatku približno 1 mL substrata za detekcijo 
fotoluminiscenčnega signala na membrano in 10-minutni inkubaciji v temi, nastal 
fotoluminiscenčni signal, katerega intenziteto smo zaznali z uporabo fotosenzibilnih filmov.  
Po omenjeni 10-minutni inkubaciji v temi smo membrane prekrili s tanko prozorno folijo, jih 
prenesli v kaseto za detekcijo in razvijanje fotoluminiscenčnih signalov in nanje za različno 
dolge čase namestili fotosenzibilne filme (AGFA Ortho CP-G plus), odvisno od jakosti 
svetlobnih signalov. Signal, ki smo ga zaznali s pomočjo fotosenzibilnih filmih, smo 
vizualizirali tako, da smo filme potapljali v naslednje raztopine: za razvijanje (30 s), za fiksacijo 
(45 s) in za spiranje (30 s). Razvite filme so osušili na sobni temperaturi, vidne signale pa 
skenirali z optičnim digitalnim skenerjem (Canon solutions). 
Za okvirno določitev velikosti molekulskih mas zaznanih signalov smo uporabili 
kontrolne označevalce, ki so bili vidni na membrani, za kontrolo nanosa enakih koncentracij 








3.2.9 Encimsko-imunski testi na trdnem nosilcu (testi ELISA) 
Koncentracijo kemokina IP-10 v serumih in tkivih poskusnih miši smo določali z 
metodo ELISA in z uporabo čitalca mikrotitrskih plošč Bio-tek EL 808 (Bio-tek Instruments 
INC, Winooski, ZDA).   
 
3.2.9.1  Test ELISA za določanje koncentracije IP-10 
Za določitev koncentracij IP-10 v proučevanih serumskih in tkivnih vzorcih smo 
skladno z navodili proizvajalca uporabili specifični test ELISA (kat. štev. NBP1-92665; Novus 
Bios, Inc.). Omenjeni komercialno dostopni komplet ELISA za določanje koncentracije mišjih 
molekul IP-10 v testiranih vzorcih vsebuje naslednje materiale in reagente: 
1. Mikrotitrsko plošča s 96 vdolbinicami, obloženimi s primarnimi monoklonskimi  
protitelesi, ki specifično prepoznavajo mišji IP-10. 
2. Liofilizirani mišji standard IP-10. 
3. Streptavidin-HRP (150 µL).4. Sekundarna poliklonska protitelesa proti mišjemu IP-
10 s konjugiranim biotinom (70 µL), 
5. Pufer za redčenje vzorcev (12 mL). 
6. Pufer za redčenje, 20-kratni (5 mL). 
7. Pufer za spiranje,  0-kratni (50 mL).  
8. Raztopina substrata – tetrametilbenzidin (15 mL). 
9. Raztopina za zaustavitev barvne reakcije (15 mL). 
10. Adhezivna folija. 
 
3.2.9.2 Princip testa 
Ta test temelji na principu kvanititativnega sandwich imunoencimskega testa. 
Vdolbinice na mikrotitrski plošči so prekrite s  specifičnim monoklonskim proti-mišjimi 
protitelesi proti IP-10. Če je ta analit prisoten v dodanih standardih, kontrolah in vzorcih, se 
veže na imobilizirana primarna lovilna protitelesa. Po spiranju vdolbinic vanje dodamo 
sekundarna poliklonska protitelesa, označena z biotinom, ki specifično prepoznavajo specifični 
epitop na mišjih molekulah IP-10. Nato vdolbinice speremo, vanje dodamo konjugat 
streptavidin-HRP, ki se veže na biotin, ponovno speremo ter apliciramo substrat 
tetrametilbenzidin (TMB), da se razvije modra barva, katere intenziteta je odvisna od količine 
na primarna protitelesa vezanega analita. Po predpisanem času reakcijo ustavimo z dodatkom 
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raztopine (ang. stop solution), ki spremeni modro v rumeno barvo, in katere intenzivnost v 
posameznih vdolbinicah izmerimo pri valovni dolžini 450 nms čitalcem mikrotitrskih plošč. 
Za izračun koncentracij IP-10 v preiskovanih smo pripravili raztopine standarda mišjega 
IP-10 in po meritvah absorbanc pri 450 nm izdelali umeritveno krivuljo. Osnovo raztopino s 
koncentracijo 1.000 μg/mL smo pripravili tako, da smo priloženemu standardu dodali 
destilirano vodo, nato pa jo s pufrom za redčenje vzorcev serijsko razredčili redčili v razmerjih  
1:2. Tako smo pripravili delovne raztopine standardov mišjega IP-10: 500 pg/mL, 250 pg/mL, 
125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,3 pg/mL, 15,6 pg/mL in 7,8 pg/mL. Kot slepi vzorec smo uporabili 
raztopino pufra za redčenje vzorcev, ki je predstavlja standard ničelne koncentracije, to je 0 
pg/mL. Meritve standardov smo izvedli v duplikatih in izdelali umeritveno krivuljo. 
 
3.2.10 Statistične metode za obdelavo rezultatov 
Zbrane podatki smo shranili v bazo, ki smo jo oblikovali s pomočjo programa Windows 
Microsoft Excell®. Vse numerične podatke smo podali v obliki srednjih vrednosti s 
pripadajočimi standardnimi odkloni, medtem ko smo kategorični podatke prikazali v obliki 
kontingenčnih tabelah, odvisno od njihove porazdelitve. Z uporabo metod parametrične in 
neparametrične statistične analize smo med seboj primerjali vrednosti spremenljivk, določenih 
v posamezni skupini poskusnih živali, in sicer na podlagi porazdelitve podatkov v skladu z 
ustreznimi merili. Kot statistično pomembne smo obravnavali vse tiste razlike, pri katerih je 
bila vrednost p  0,05. Za izvedbo statističnih analize smo uporabili naslednjo računalniško 
programsko opremo: Windows Microsoft Excell® in računalniški program STATISTICA® 7 














4. Rezultati  
4.1  Značilnosti poskusnih živali  
Poskuse smo izvedli na miših divjega tipa (C57BL/6) in CD26 deficientnih miših 
(CD26- /-) z inaktiviranim genom za molekulo DPP IV/CD26, za katere so ugotovili, da imajo 
enak osnovni fenotip kot sev C57BL/6. Med njimi ni bilo razlik v vedenju, reproduktivnih 
funkcijah in drugih fizioloških procesih. Tudi življenjska doba obeh živalskih sevov je približno 
enaka. 
 
4.1.1 Spremembe telesne mase poskusnih živali 
Poskusnim živalim obeh sevov, starih 10 tednov, smo merili telesno maso vsak dan, ob 
približno enakem času. Da bi ugotovili, ali med sevoma C57BL/6 in CD26-/- obstajajo razlike 
v izmerjenih vrednostih tega parametru v fizioloških pogojih in pogojih eksperimentalne 
hiperglikemije, smo tehtanje izvajali pred, med in po vzpostavitvi modela diabetesa. Slika 10 
prikazuje povprečne vrednosti in pripadajoče standardne odklone telesnih mas poskusnih živali, 




Slika 10: Primerjava povprečnih vrednosti telesnih mas poskusnih živali, določenih v 
fizioloških pogojih. Prikazani so tudi standardni odkloni. * - statistično značilna razlika v 























Ugotovili smo torej, da so imele v fizioloških pogojih poskusne živali z inaktivirano 
molekulo DPP IV/CD26, v primerjavi s pripadnicami seva C57BL/6, statistično značilno nižjo 
vrednost povprečne telesne mase. Pri vzpostavitvi eksperimentalnega modela diabetesa pa smo 
opazili, da so bile v skoraj vseh dneh merjenja povprečne telesne mase miši CD26-/- prav tako 
nižje od tistih, določenih pri živalih divjega tipa. Med aplikacijo raztopine streptozotocina se je 
povprečna vrednost telesnih mas zmanjšala pri obeh sevih eksperimentalnih miši, pri čemer je 
bilo to zmanjšanje izrazitejše pri miših divjega tipa. Nato so povprečne vrednosti pri obeh sevih 
naraščale, in sicer pri miših C57BL/6 vse do 19., pri miših CD26-/- pa do 25. dneva od aplikacije 
raztopine streptozotocina, potem pa se pri obeh sevih začele ponovno zniževati (Slika 11). 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) med sevoma smo določili med aplikacijo streptozotocina, 
vse do vključno do 6. dneva, nato pa še v obdobju od 14. do 20. dneva, od aplikacije prvega 




Slika 11: Primerjava povprečnih vrednosti telesnih mas poskusnih živali, določenih pred, med 
in po i.p. aplikaciji raztopine streptozotocina. Prikazani so tudi standardni odkloni. * - 
statistično značilne razlike glede na vrednosti, določene živalim divjega tipa, sev C57BL/6  





























4.1.2 Intraperitonealni glukozni tolerančni test  
Da bi ugotovili, ali obstaja razlika v toleranci za glukozo v pogojih pomanjkanja 
molekule DPP IV/CD26, smo poskusne živali obeh sevov izpostavili intraperitonealnemu 
glukoznemu tolerančnemu testu. Koncentracije glukoze v krvi smo najprej izmerili na tešče 
(Slika 12), nato pa jih določali v definiranih časovnih intervalih, in sicer 15, 30, 60, 90, 120, 




Slika 12: Primerjava povprečnih vrednosti koncentracij glukoze v krvi, določenih na tešče pri 
miših obeh sevov, C57BL/6 in CD26-/-. Prikazani so tudi standardni odkloni. * - statistično 









































Slika 13: Primerjava povprečnih vrednosti koncentracij glukoze v krvi poskusnih živali obeh 
sevov, določenih med i.p. glukoznim tolerančnim testom. Prikazani so tudi standardni odkloni. 
* - statistično značilne razlike, glede na miši divjega tipa, seva C57BL/6 (ANOVA, p < 0,05). 
 
Rezultati intraperitonealnega glukoznega tolerančnega testa so pokazali nižje povprečne 
vrednosti koncentracij glukoze v krvi miši seva CD26-/-, v primerjavi z živalmi divjega tipa 
(C57BL/6). Statistično značilno razliko v povprečnih koncentracijah glukoze v krvi med 
sevoma smo dokazali že pred začetkom testa, in sicer po predhodnem 16-urnem stradanju 
poskusnih živali. Poleg tega smo ugotovili, da je bila v vsaki nadaljnji časovni točki merjenja 
tolerance glukoze, njena koncentracija v krvi nižja pri živalih seva CD26-/-, v primerjavi z 
mišmi divjega tipa (C57BL/6). Opazili smo, da so bile povprečne vrednosti meritev pri obeh 
sevih poskusnih živali najvišje po 15 in 30 minutah po aplikaciji 10 % raztopine glukoze. Sicer 
pa smo statistično značilne razlike v povprečnih vrednostih izmerjenih koncentracij glukoze v 
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4.1.3 Koncentracije glukoze v krvi po i.p. aplikaciji raztopine streptozotocina 
Koncentracije glukoze v krvi poskusnih živali obeh sevov smo merili vsak dan, in sicer 
od začetka vzpostavljanja sladkorne bolezni, tekom aplikacij raztopine streptozotocina v 
citratnem pufru in nato vse do njihovega žrtvovanja. Grafična primerjava povprečnih vrednosti 
koncentracij glukoze v krvi, določenih v definiranih časovnih točkah (0, 20, 30 in 40 dni), so 
prikazane na Sliki 14. S pomočjo pilotnega poskusa smo ugotovili, da je 6. in 7. dan po prvi 
aplikaciji raztopine streptozotocina, torej že v prvih dneh po eksperimentalni vzpostavitvi 
sladkorne bolezni, prišlo do izrazite hipoglikemije in smrti vseh živali seva C57BL/6. Čeprav 
smo izzvali hipoglikemijo v obeh sevih poskusnih živali, pa nismo zabeležili nobene, z njo 
povezane smrti pri živalih seva CD26-/-. Da bi se izognili prehudi hipoglikemiji in posledični 
smrti miši divjega tipa, smo jim v nadaljnjih poskusih v prvem tednu vzpostavitve modela 
diabetesa, v pitno vodo dodajali svežo 10 % raztopino glukoze. 
Statistično značilne razlike (p < 0,05) v povprečnih koncentracijah glukoze v krvi 
primerjanih poskusnih živali smo določili na dan 0, 20, 30 in 40 po prvi aplikaciji 
streptozotocina, pri čemer so bile omenjene vrednosti vedno nižje pri miših seva CD26-/- (Slika 
14). Poleg tega smo določili tudi statistično značilno višje (p < 0,05) povprečne koncentracije 
glukoze v krvi  miši seva CD26-/-, in sicer na 20., 30. in 40. dan, v primerjavi s tistimi, 
določenimi v  ustrezni kontrolni skupini pod fiziološkimi pogoji. 
Pri predstavnikih obeh sevov poskusnih živali smo 20. dan po prvi aplikaciji raztopine 
streptozotocina opazili značilne klinične znake sladkorne bolezni, in sicer polidipsijo, poliurijo, 
polifagijo ter karakteristični ketonski vonj urina po keto telesih, ki so po nadaljnjih 10 dneh (30. 







Slika 14: Primerjava povprečnih vrednosti koncentracij glukoze v krvi poskusnih živali, 
določenih pred (0) ter na 20., 30. in 40. dan po prvi aplikaciji raztopine streptozotocina. * - 
statistično značilne razlike, v primerjavi z mišmi divjega tipa, seva C57BL/6  (ANOVA, p < 
0,05). ∆ - statistično značilne razlike, v primerjavi z ustrezno kontrolno skupino poskusnih 
živali v fizioloških pogojih (ANOVA, p < 0,05). 
 
4.2 Proces celjenja ran 
Kožne rane smo inducirali na hrbtnih področjih predstavnikov obeh sevov poskusnih 
živali, pri katerih smo na podlagi kliničnih in biokemičnih parametrov, potrdili vzpostavitev 
eksperimentalnega modela diabetesa. Naš cilj je bil preučiti vpliv pomanjkanja molekul DPP 
IV/CD26 na celjenje ranjene kože v pogojih eksperimentalne hiperglikemije. 
 
4.2.1 Makroskopske spremembe, opažene med celjenjem ran  
Po vzpostavitvi kožnih ran smo spremljali spremembe tekom njihovega celjenja. Slika 
15 prikazuje fotografije makroskopskega videza ran miši sevov C57BL/6 in CD26-/- z  
eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, in sicer takoj po njihovi indukciji ter nato po 2., 
4., 7., 10. in 15. dnevu. Ugotovili smo, da so se v teh eksperimentalnih pogojih rane 
predstavnikov seva CD26-/- celile razmeroma uspešneje v primerjavi s C57BL/6, kar je bilo 










































Slika 15. Fotografski posnetki kožnih ran na miši divjega tipa C57BL/6 in miši seva CD26-/-, v 
pogojih eksperimentalne hiperglikemije, takoj po njihovi indukciji (dan 0) ter tekom njihovega 
celjenja (2., 4.,  7., 10. in 15. dan). 
 
4.2.2 Mikroskopsko spremljanje procesa celjenja ran 
Za spremljanje celjenja ran smo histopatološko analizirali vzorce tkivnih biopsije, 
odvzetih iz ran živali obeh sevov z eksperimentalno izzvano hiperglikemijo. Slika 16 prikazuje 
mikrofotografiji histološkega preparata kontrolnih vzorcev nepoškodovane kože 
eksperimentalnih živali, sevov C57BL/6 in CD26-/-. Na sliki ni opaznih razlik med sevoma. 
Prisotne so normalno strukturirane plasti epidermisa in koriuma oz. dermisa, s prisotnimi 


















Slika 16: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev  normalne 
kontrolne kože miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B), z eksperimentalno inducirano 
hiperglikemijo; barvanje HE; dolžina črtice predstavlja 500 µm. 
 
Pregled histoloških vzorcev kože, pripravljenih iz biopsij, odvzetih z območij ran obeh 
mišjih sevov v točno določenih časovnih točkah, je pokazal postopno celjenje, reepitelizacijo 
epidermisa in tvorbo brazgotin v koriumu. Razlike med sevoma so bile vidne ob nastopu 
vsakega od omenjenih procesov. Slika 17 prikazuje mikrofotografiji histoloških preparatov 
bioptičnih vzorcev ranjenega tkiva, odvzetih predstavnikoma mišjih sevov C57BL/6 in CD26-





















Slika 17: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev, poskusnih živali 
sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, odvzetih 
iz ran 2. dan po njihovi indukciji; barvanje HE; dolžina črtice predstavlja 500 µm. 
 
Na Sliki 17 je pri obeh vrstah eksperimentalnih živali opazno pomanjkanje epitelija. Ob 
tem so prisotni edem, krvavitve in debel fibrinski strdek na površini lezij. Slika 18 pa prikazuje 
strukturo histoloških preparatov, pripravljenih iz  biopsij ran predstavnikov obeh sevov 




























Slika 18: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev, poskusnih 
živali, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, 
odvzetih iz ran 4. dan po njihovi indukciji; barvanje HE; dolžina črtice predstavlja 500 µm. 
 
 
Od 4. dneva dalje smo opazili, da je bilo pri miših divjega tipa seva C57BL/6 nastajanje 
novega epidermisa in prekrivanje rane počasnejše kot pri živalih seva CD26-/-. Poleg tega se je 
novo nastala epitelna plast pri miših C57BL/6 debelila počasneje kot pri živalih seva CD26-/-. 
Tako je bilo pri miših divjega tipa na 4. in 7. dan  zaceljeno tkivo tanjše (Slika 19), na 10. dan 
pa smo opazili, da je hipertrofiralo (Slika 20). Epidermis je bil v nadaljevanju njihovega 
opazovanja še vedno prekrit z ostanki fibrina in propadlimi celicami koriuma, kar je še dodatno 
oteževalo nastanek keratinizirane plasti na površini zaceljenih delov ran. Petnajst dni po 
indukciji ran smo pri miših seva CD26-/- opazili začetek rasti novih lasnih mešičkov, ta proces 
























Slika 19: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev, poskusnih 
živali, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, 












Slika 20: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev, poskusnih 
živali, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, 





















Slika 21: Digitalni mikrofotografiji histoloških preparatov bioptičnih vzorcev, poskusnih živali 
sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, odvzetih 
iz ran 15. dan po njihovi indukciji; barvanje HE; dolžina črtice predstavlja 500 µm. 
 
Razlike med sevoma so bile vidne tudi na območju obeh plasti koriuma. Nastajanje 
vezivnega tkiva na začetku celjenja je bilo izrazitejše pri miših seva CD26-/-, prav tako pa tudi 
njegova retrakcija v kasnejših dneh, s hitrejšo odstranitvijo edema in izgradnjo mreže vlaken 
zunajceličnega matriksa, kar je omogočilo hitrejše in učinkovitejše brazgotinjenje. To je bilo 
jasno vidno na 10. dan opazovanja procesa celjenja  ran. Na 15. dan pa smo v koriumu miši 
















Da bi bolj natančno prikazali razlike tekom procesa celjenja kožnih ran na miših divjega 
tipa in živalih seva CD26-/- z eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo, smo opravili 
histomorfometrične meritve debeline koriuma. Izvedli smo jih na desetih lokacijah vzdolž 
vsake posamezne rane, in sicer pravokotno na bazalno lamino epitelija, do začetka subkutisa 
(podkožja). Pri tem smo ugotovili, da med živalmi obeh sevov z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo ob indukciji ran (dan 0) ni bilo razlik v debelini koriuma (Slika 22). Nato smo 
na 2. in 4. dan celjenja ran opazili, da je bila proliferacija vezivnega tkiva v koriumu statistično 
značilno večja (ANOVA, p < 0,05) pri poskusnih živalih seva CD26-/-, v primerjavi z mišmi 
divjega tipa. Naraščanje veziva je bilo pri miših CD26-/- izraženo tudi na 7. in 10. dan, temu pa 
je sledila postopna retrakcija brazgotine in izguba edema, z zmanjšanjem debeline koriuma 
(Slika 22). Povečevanje količine veziva, proliferacije celic in mase zunajceličnega matriksa je 
pri miših divjega tipa naglo naraščalo od 7. do 10. dneva, nato pa je bilo celjenje in vračanje 





Slika 22: Grafični prikaz razlik v povprečnih debelinah koriuma oz. dermisa (μm) v kožnih 
ranah eksperimentalnih živali, sevov C57BL/6 in CD26-/- z eksperimentalno vzpostavljeno 
hiperglikemijo. Prikazani so tudi pripadajoči standardni odkloni. * - statistično značilne razlike 
v primerjavi s kontrolno skupino (ANOVA, p < 0,05). ∆ - statistično značilne razlike v 









































4.2.3 Izražanje molekul HIF-1α tekom procesa celjenja ran 
4.2.3.1 Imunohistokemijska analiza 
V pogojih eksperimentalno izzvane hiperglikemije smo v celicah koriuma tekom 
celjenja ran spremljali izražanje transkripcijskega dejavnika HIF-1α pri obeh sevih 
eksperimentalnih živali. Drugi dan po indukciji kožnih ran smo v koriumu v primerjavi s 





Slika 23: Imunohistokemijski prikaz HIF-1α pozitivnih celic koriuma (rjavo obarvane) v 
kontrolnih histoloških vzorcih normalne kože miši C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo. Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno 









Slika 24. Imunohistokemijski prikaz izražanja HIF-1α v celicah koriuma (rjavo obarvane) v 
histoloških vzorcih, pripravljenih iz biopsij poškodovane kože, odvzetih 2. dan po indukciji 
kožnih ran miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno izzvano hiperglikemijo. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 
predstavlja 200 µm; 100-kratna povečava; vstavljena slika - digitalna povečava. 
 
Čeprav se mehanizmi za rekonstrukcijo kožnega tkiva po nastanku poškodbe aktivirajo 
po 2 – 3 dneh, smo že na 4. dan celjenja ran zaznali nagel porast aktivnosti HIF-1α, kar je bilo 
še posebej izraženo pri živalih seva  CD26-/- (Slike 25 – 28). Histomorfometrično, in sicer s 
štetjem HIF-1α - pozitivnih celic v koriumu v histoloških preparatih z območja ran, smo 
ugotovili, da je povečanje aktivnosti tega transkripcijskega dejavnika pri miših seva CD26-/- 
večkratno preseglo tisto, ki smo ga določili v primerjanih histoloških rezinah miši divjega tipa 
(Slika 29). Pri miših divjega tipa pa se je aktivnost HIF-1α tekom opazovalnega časovnega 
obdobja povečevala počasi in najvišjo vrednost dosegla 15. dan po indukciji kožnih ran, kar 
kaže na počasno celjenje tkiva poskusnih živali seva C57BL/6 v pogojih eksperimentalne 
hiperglikemije. Za razliko od aktivnosti HIF-1α pri živalih divjega tipa je bila ta pri miših seva 
CD26-/- visoka skozi celotno opazovalno obdobje in se je le rahlo zmanjšala od 4. do končnega 
15. dneva celjenja ran. Ugotovili smo tudi, da je bila aktivnost HIF-1α v obeh skupinah 
poskusnih živali tekom celotnega opazovalnega obdobja (dnevi 4, 7, 10 in 15) bistveno višja 
od tiste, ki smo jo določili v histoloških vzorcih normalne, nepoškodovane kože kontrolne 
skupine živali. Rezultati imunohistokemijskega barvanja torej kažejo, da je prišlo zaradi 
hiperglikemije in posledične hipoksije do povečanja aktivnost tega transkripcijskega dejavnika 








Slika 25: Imunohistokemijski prikaz HIF-1α - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
vzorcih, pripravljenih iz biopsij poškodovane kože miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo, odvzetih 4. dan po indukciji ran. Vizualizacija s 
kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice predstavlja 200 µm; 




Slika 26: Imunohistokemijski prikaz HIF-1α - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
vzorcih, pripravljenih iz biopsij poškodovane kože miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo, odvzetih 7. dan po indukciji ran. Vizualizacija s 
kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice predstavlja 200 µm; 










Slika 27: Imunohistokemijski prikaz HIF-1α - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
vzorcih, pripravljenih iz biopsij poškodovane kože miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo, odvzetih 10. dan po indukciji ran. Vizualizacija s 
kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice predstavlja 200 µm; 
100-kratna povečava; vstavljena slika - digitalna povečava. 
  
 
Slika 28: Imunohistokemijski prikaz HIF-1α - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
vzorcih, pripravljenih iz biopsij poškodovane kože miši, sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo, odvzetih 15. dan po indukciji ran. Vizualizacija s 
kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice predstavlja 200 µm; 









Slika 29: Prikaz povprečnega števila HIF-1α - pozitivnih celic, preštetih na definiranih 
površinah histoloških preparatov (0,1 mm2 ) tkiv, odvzetih iz ran obeh sevov poskusnih živali. 
Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih odklonov.  * - statistično značilne razlike 
(ANOVA, p < 0,05) med sevoma. ∆ - statistično značilne razlike (ANOVA, p < 0,05), glede na 
ustrezno kontrolno skupino poskusnih živali. 
 
4.2.3.2 Rezultati analize Western blot   
Slika 30 prikazuje rezultate analize Western blot, v obliki proteinskih vzorcev (lise) 
izražanja HIF-lα v tkivnih homogenatih miši seva CD26-/-, z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, ki smo jih pripravili iz bioptičnih vzorcev, odvzetih iz ran, ob njihovi 
povzročitvi (dan 0) ter med procesom njihovega celjenja (2., 4., 7., 10. in 15. dan po ranitvi). 
Kontrolo enakomernosti nanosa enakih koncentracij preiskovanih proteinskih vzorcev v vsaki 

























































Slika 30: A) Izražanje proteina HIF-1α v vzorcih tkivnih homogenatov miši seva CD26-/-, 
pripravljenih iz bioptičnih vzorcev odvzetih iz ran med procesom njihovega celjenja. B) 




Slika 31: Spreminjanje povprečnih količin HIF-1α v tkivnih vzorcih miši CD26-/-, z 
eksperimentalno izzvanim diabetesom, odvzetih v definiranih časovnih točkah (dnevi 0, 2, 4, 
7, 10 in 15) tekom celjenja ran. Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih odklonov. 
* - statistično značilne razlike (ANOVA, p < 0,05), v primerjavi s kontrolno skupino poskusnih 
živali (dan 0).  
 
Ugotovili smo, da je bila koncentracija HIF-1α najvišja 4. dan po indukciji ran. Sicer pa 
so bile koncentracije HIF-1α,  4., 7., 10. in 15. dan celjenja statistično značilno višje, po 2. 
dnevu pa statistično značilno nižje (ANOVA, p < 0,05) v primerjavi s kontrolno skupino miši 





4.2.4 Izražanje VEGF tekom celjenja ran 
4.2.4.1 Imunohistokemijska analiza 
Da bi določili vpliv pomanjkanja encima DPP IV/CD26 na angiogenezo tekom celjenja 
umetno povzročenih ran, v pogojih eksperimentalno vzpostavljene hiperglikemije, smo 
imunohistološko določali izražanje VEGF z uporabo zanj specifičnih poliklonskih protiteles. 
Za vizualizacijo specifičnih imunskih reakcij smo uporabili kromogen DAB. Prisotnost VEGF 
- pozitivnih celic v področjih regeneracije koriuma v ranah smo v definiranih časovnih točkah 
določali histomorfometrično (Slika 38). V vseh časovnih točkah je bilo pri miših seva CD26-/- 
v primerjavi z živalmi divjega tipa (sev C57BL/6) izražanje VEGF statistično značilno večje 
(ANOVA, p < 0,05). Razlika je bila največja 4. dan (Slika 34) in 7. dan (Slika 35) po poškodbi 
kože. Pri živalih seva CD26-/- je bilo število VEGF-pozitivnih celic v histoloških vzorcih ves 
čas tekom spremljanja zaprtja rane bistveno večje (Slike 33 - 37) kot v histološkem vzorcu 
kontrolne kože (Slika 32). Pri miših divjega tipa (sev C57BL/6) pa je bilo v predelih koriuma 
analiziranih histoloških vzorcev, odvzetih tekom celjenja ran, prisotno število VEGF – 











Slika 32: Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
vzorcih kontrolne, nepoškodovane kože miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z 
eksperimentalno izzvano hiperglikemijo. Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno 
barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice predstavlja 200 µm; 100-kratna povečava; vstavljena 








Slika 33:  Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
preparatih miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, pripravljenih iz bioptičnih vzorcev ran, odvzetih 2. dan po njihovi indukciji. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 
predstavlja 200 µm; 100-kratna povečava; vstavljena slika - digitalna povečava.  
 
 
Slika 34: Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
preparatih miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, pripravljenih iz bioptičnih vzorcev ran, odvzetih 4. dan po njihovi indukciji. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 











Slika 35: Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
preparatih miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B), z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, pripravljenih iz bioptičnih vzorcev ran, odvzetih 7. dan po njihovi indukciji. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 
predstavlja 200 µm; 100-kratna povečava; vstavljena slika - digitalna povečava. 
 
 
Slika 36: Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
preparatih miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, pripravljenih iz bioptičnih vzorcev ran, odvzetih 10. dan po njihovi indukciji. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 








Slika 37: Imunohistokemijski prikaz VEGF - pozitivnih celic (rjavo obarvane) v histoloških 
preparatih miši primerjanih sevov C57BL/6 (A) in CD26-/- (B) z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo, pripravljenih iz bioptičnih vzorcev ran, odvzetih 15. dan po njihovi indukciji. 
Vizualizacija s kromogenom DAB in kontrastno barvanje s hematoksilinom; dolžina črtice 
predstavlja 200 µm; 100-kratna povečava; vstavljena slika - digitalna povečava. 
 
 
Slika 38: Prikaz povprečnega števila VEGF - pozitivnih celic v koriumu, preštetih na 
definiranih površinah histoloških preparatov (0,1 mm2) tkiv, odvzetih iz ran obeh sevov 
poskusnih živali. Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih odklonov. * - statistično 
značilne razlike (ANOVA, p < 0,05) med sevoma poskusnih živali. ∆ - statistično značilne 














































4.2.4.2 Rezultati analize Western blot  
Na Sliki 39 so grafično prikazani rezultati analize Western blot v obliki proteinskih 
vzorcev (lise) izražanja VEGF v tkivnih homogenatih miši seva CD26-/- z eksperimentalno 
izzvano hiperglikemijo, pripravljenih iz biopsij, odvzetih iz ran, in sicer ob njihovi indukciji 
(dan 0) ter tekom njihovega celjenja (2., 4., 7., 10. in 15. dan po ranitvi). Kontrolo 
enakomernosti nanosa enakih koncentracij preiskovanih proteinskih vzorcev v vsaki od 
omenjenih časovnih točk pa tudi v tem primeru predstavljajo lise z ustreznimi protitelesi 
označenega  ubikvitarnega β-aktina. 
 
 
Slika 39: A) Izražanje proteina VEGF v vzorcih tkivnih homogenatov miši seva CD26-/-, 
pripravljenih iz bioptičnih vzorcev odvzetih iz ran med procesom njihovega celjenja. B) 
























Slika 40: Spreminjanje povprečnih količin HIF-1α v tkivnih vzorcih miši CD26-/- z 
eksperimentalno izzvanim diabetesom, odvzetih v definiranih časovnih točkah (dnevi 0, 2, 4, 
7, 10 in 15) tekom celjenja ran. Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih odklonov. 
* - statistično značilne razlike (ANOVA, p < 0,05) v primerjavi s kontrolno skupino poskusnih 
živali (dan 0).  
 
Na Sliki 40 vidimo, da je bila količina VEGF v tkivnih homogenatih poskusnih živali 
seva CD26-/- tekom celotnega obdobja spremljanja ran višja v primerjavi s kontrolnimi mišmi 
brez induciranih ran. Najvišjo količino VEGF smo zabeležili 4. dan po indukciji kožnih ran, 
nato pa se je zmanjševala. Statistično značilno višje količine od kontrolne (p < 0,05) smo 








4.2.5 Spremljanje serumskih koncentracij kemokina IP-10 med procesom 
celjenja ran 
Vplive pomanjkanja DPP IV/CD26 na proces celjenja ran poskusnih živali z 
eksperimentalno vzpostavljeno hiperglikemijo smo vrednotili z merjenjem koncentracij 
kemokina IP-10 v njihovih serumskih in bioptičnih vzorcih. Meritve smo izvajali v vzorcih 
obeh sevov miši, in sicer 2., 4., 7., 10. in 15. dan celjenja ran. V kontrolni skupini (dan 0) so 
bile miši z eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom, ki pa jim nismo povzročili kožnih ran. 
Na Sliki 41 je prikazano spreminjanje povprečnih vrednosti koncentracij IP-10 v serumskih 
vzorcih miši divjega tipa (sev C57BL/6) in seva CD26-/-, na Sliki 42 pa v bioptičnih vzorcih, 
odvzetih iz kožnih ran obeh sevov poskusnih živali. 
 
 
Slika 41: Grafični prikaz spreminjanja povprečnih koncentracij kemokina IP-10 v serumskih 
vzorcih poskusnih živali divjega tipa (sev C57BL/6) in seva CD26-/- z eksperimentalno 
induciranim diabetesom. Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih odklonov.  *- 
statistično značilne razlike med sevoma poskusnih živali (ANOVA, p < 0,05) 
 
Na grafu (Slika 41) vidimo, da so bile v vseh časovnih točkah spremljanja celjenja ran 
v primerjavi s poskusnimi živalmi divjega tipa (sev C57BL/6) koncentracije IP-10 višje pri 
miših s pomanjkanjem encima DPP IV/CD26. Enako razliko smo opazili tudi v kontrolni 
skupini. Omenjene razlike med sevoma so bile v vseh časovnih točkah meritev statistično 
značilno različne (p < 0,05). Najvišjo koncentracijo IP-10 v serumskih vzorcih miši seva CD26-







































Slika 42: Grafični prikaz spreminjanja povprečnih koncentracij kemokina IP-10 v bioptičnih 
vzorcih kožnega tkiva poskusnih živali divjega tipa (sev C57BL/6) in seva CD26-/- z 
eksperimentalno induciranim diabetesom. Prikazane so tudi pripadajoče vrednosti standardnih 
odklonov. * - statistično značilne razlike (ANOVA, p < 0,05) med mišjima sevoma. ∆ - 
statistično značilne razlike (ANOVA, p < 0,05) v primerjavi z ustrezno kontrolno skupino 
poskusnih živali. 
 
Iz grafa na Sliki 42 je razvidno, da je bila koncentracija IP-10 v biopsijah kože višja pri 
miših seva CD26-/- kot pri živalih seva C57BL/6, in sicer tako v kontrolni skupini (dan 0), kot 
na 7., 10. in 15. dan celjenja ran. Na 2. in 4. dan po indukciji ran pa so bile koncentracije 
merjenega kemokina pri miših divjega tipa nekoliko višje kot pri živalih s pomanjkanjem 
encima DPP IV/CD26. Statistično pomembne razlike med sevoma pa smo dokazali le na 10. in 
15. dan celjenja ran ter v kontrolni skupini (dan 0). Statistično značilne razlike v povprečnih 
koncentracijah IP-10 smo v primerjavi z ustrezno kontrolno skupino poskusnih živali pri obeh 
mišjih sevih določili na 2., 4. in 7. dan, samo pri živalih divjega tipa (sev C57BL/6) pa na 10. 
















































4.2.6 Določanje encimske aktivnosti DPP IV/CD26 
Med procesom celjenja umetno povzročenih kožnih ran smo primerjalno določali 
encimsko aktivnost DPP IV/CD26 v serumskih in tkivnih oz. bioptičnih kožnih vzorcih miši 
divjega tipa, seva C57BL/6 z eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom ter poskusnih živalih 
kontrolne skupine (miši divjega tipa z induciranim diabetesom, a brez ran). Rezultati, prikazani 
na Slikah 43 in 44, predstavljajo srednje vrednosti mednarodnih enot na liter (IU/L), s 
pripadajočimi standardnimi odkloni. 
 
 
Slika 43: Encimska aktivnost DPP IV/CD26 v serumskih vzorcih miši seva C57BL/6 z 
eksperimentalno inducirano hiperglikemijo, odvzetih na določene dneve po indukciji kožnih 
ran. * - statistično značilna razlika v primerjavi s kontrolno skupino poskusnih živali istega seva 













































Slika 44: Encimska aktivnost DPP IV/CD26 v bioptičnih vzorcih kožnih tkiv miši seva 
C57BL/6 z eksperimentalno inducirano hiperglikemijo, odvzetih na določene dneve po 
indukciji kožnih ran. * - statistično značilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino poskusnih 
živali istega seva (ANOVA, p < 0,05)  
 
S statistično analizo smo ugotovili, da je bila v pogojih eksperimentalno izzvane 
hiperglikemije v serumskih vzorcih miši divjega tipa (sev C57BL/6) tekom celjenja umetno 
povzročenih ran serumska aktivnost DPP IV/CD26 najnižja na 4. dan po ranitvi kože. Hkrati je 
bila ta razlika tudi statistično značilno nižja (p < 0,05) v primerjavi s kontrolno skupino 
poskusnih živali (Slika 43). Nato pa se je povprečna serumska encimska aktivnost postopoma 
povečevala in na 15. dan dosegla raven, ki je bila primerljiva s tisto, določeno ob indukciji 
kožnih poškodb (Slika 43). Pri določanju povprečnih vrednosti encimske aktivnosti DPP 
IV/CD26 v bioptičnih vzorcih kožnega tkiva miši divjega tipa z induciranim diabetesom smo 
najnižjo vrednost zabeležili na 2. dan po njihovi ranitvi ran. Ta vrednost je bila statistično 
značilno manjša (p < 0,05) od tiste, določene v kožnem tkivu, odvzetem poskusnim živalim v 
kontrolni skupini (Slika 44). Statistično značilne razlike glede na kontrolno skupino miši smo 





















































Diabetes mellitus ali sladkorna bolezen je kompleksna endokrinološka presnovna 
motnja, ki je po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije na 7. mestu med vodilnimi vzroki 
smrtnosti v svetu (4). Njena glavna značilnost je hiperglikemija, ki povzroča motnje v presnovi 
ogljikovih hidratov, beljakovin in maščob, pojavi pa se zaradi nezadostnega izločanje inzulina 
iz celic β Langerhansovih otočkov v trebušni slinavki, njegovega premalo učinkovitega  
delovanja na tarčna tkiva ali kombinacije obeh vzrokov (1). Sladkorna bolezen, ki daljši čas ni 
bila diagnosticirana ali zdravljena, povečuje tveganje za kronične zaplete, ki so poglavitni vzrok 
za zmanjšanje kakovosti življenja bolnikov, njihovo umrljivost ter vse večje finančne 
obremenitve zdravstvenih sistemov. Čeprav so del naravnega poteka bolezni, pa so zapleti 
močno odvisni od uravnavanja glikemije in drugih dejavnikov tveganja, kot so npr. zvišan krvni 
tlak, dislipidemija in kajenje, na katere lahko prav tako vplivamo. Najpogostejši zapleti pri 
diabetesu so bolezni srca in ožilja, retinopatije, nefropatije, nevropatije ter diabetično stopalo 
in posledične amputacije spodnjih okončin (3). 
Pred več kot desetletjem so v zdravljenje sladkorne bolezni uvedli novo vrsto zdravil, 
zaviralce dipeptidil-peptidaze IV (DPP IV/CD26), ki so se izkazali za učinkovite (56). Kot 
ubikvitaren protein je encim DPP IV/CD26 prisoten v številnih različnih vrstah celic v telesu, 
pa tudi v različnih bioloških tekočinah, zato je izražen v dveh oblikah, in sicer kot membransko 
vezana in topna beljakovina (34). Encimsko deluje na veliko število kemokinov in peptidnih 
hormonov, pri čemer sta za metabolizem glukoze najpomembnejša njegova inkretinska 
substrata, hormona GLP-1 in GIP. Delovanje inhibitorjev molekule DPP IV/CD26 preprečuje 
razgradnjo njenih substratov, zlasti inkretinov, posledica česar je boljša urejenost glikemije pri 
bolnikih s sladkorno boleznijo (43). Poleg tega so raziskave pokazale, da ima molekula DPP 
IV/CD26 pomembno vlogo pri angiogenezi ter adheziji, migraciji in apoptozi celic, ki 
predstavljajo pomembne procese tekom celjenja ran (44). Patofiziološki procesi celjenja ran v 
pogojih hiperglikemije še niso dovolj pojasnjeni, saj so zelo kompleksni. Rezultati raziskav pa 
kažejo, da zaviranje aktivnosti DPP IV/CD26 prispeva k izboljšanju celjenja ran pri bolnikih s 
sladkorno boleznijo (57). 
Raziskovalno delo v okviru magistrske naloge smo zasnovali na predpostavki, da ima 
molekula DPP IV/CD26 zaradi regulacije biološke aktivnosti substratov, za katere je znano, da 
so vključeni v procese popravljanja in obnavljanja tkiv, ključno vlogo v procesu celjenja ranjene 
kože. Zato smo se odločili za preučevanje tega procesa v pogojih povečane koncentracije 
glukoze v krvi, saj je dokazano, da je v takih okoliščinah celjenje ran bistveno spremenjeno. Pri 
tem smo se osredotočili na ugotavljanje, ali in na kakšen način v pogojih eksperimentalno 
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izzvane hiperglikemije, molekula DPP IV/CD26 vpliva na angiogenezo in regeneracijo ranjene 
kože. 
Za dosego zastavljenih ciljev smo najprej vzpostavili eksperimentalni model diabetesa 
v dveh sevih poskusnih miši, in sicer divjega tipa (sev C57BL/6) in seva CD26-/-, katerega 
pedstavniki/predstavnice imajo z genetsko manipulacijo inaktivirano izražanje molekul DPP 
IV/CD26. Nato smo na hrbtnih predelih določenega števila moških predstavnikov obeh sevov 
miši z umetno izzvano hiperglikemijo inducirali po dve enako veliki kožni rani, s čimer smo 
vzpostavili model za spremljanje njihovega celjenja. 
Ugotovili smo, da med uporabljenima mišjima sevoma ni bilo pomembnejših razlik v 
fenotipu in običajnih fizioloških procesih, kot so: prehranjevanje, pitje vode, razmnoževanje in 
dolžina življenjske dobe, kar je v skladu z izsledki predhodnih raziskav (58). Ugotovili pa smo, 
da so imele poskusne živali inaktivirano molekulo DPP IV/CD26 statistično pomembno (p < 
0,05) nižjo telesno maso kot njihove vrstnice (enaka spol in starost) seva C57BL/6. To razliko 
smo dokazali tako v fizioloških pogojih kot med i.p. aplikacijo induktorja hiperglikemije, to je 
raztopine streptozotocina, poleg tega pa tudi  v obdobju od 14. do 20. dne po aplikacije prvega 
odmerka, torej že v stanju eksperimentalno vzpostavljenega diabetesa. Omenjeno razliko 
pripisujemo dejstvu, da imajo miši seva CD26-/- povišane nivoje inkretinskega substrata GLP-
1 v krvi, kar znatno vpliva na glikemično regulacijo s spodbujanjem izločanja inzulina, 
povečanega izražanja gena za proinuzulin in vodi do prelaganja praznjenja želodca in s tem 
podaljšanja občutka sitosti, kar vse prispeva k zmanjšanju vnosa hrane in posledično manjši 
telesni masi (8). 
 Boljšo toleranco na glukozo miši seva CD26-/- v primerjavi z živalmi divjega tipa smo 
potrdili tudi z i.p. glukoznim tolerančnim testom. Tako smo pred začetkom in tekom testa v 
vsaki od časovno opredeljenih meritvenih točk pri živalih z inaktivirano molekulo DPP 
IV/CD26 izmerili nižje koncentracije glukoze v krvi v primerjavi z mišmi divjega tipa. Te 
razlike so bile statistično značilne (p < 0,05) tako pri meritvah na tešče (pred začetkom testa), 
kot tudi v večini merilnih točk testa. Naši izsledki so v skladu z rezultati raziskave, ki so jo 
izvedli Marguet in sodelavci, kjer so s peroralnim glukoznim tolerančnim testom pokazal tudi 
bistveno nižje koncentracije glukoze pri večini merilnih točk testa pri CD26-/- živali v 
primerjavi z divjim tipom (59). Ista raziskovalna skupina je pokazala statistično značilno višjo 
raven inzulina, stimuliranega z glukozo pri živalih z inaktivirano molekulo DPP IV/CD26, kar 
so pripisali povišani nivojem intaktnega GLP-1 v krvi. 
Nadalje je študija pokazala, da DPP IV/CD26 ne igra le pomembne vloge pri 
hiperglikemiji, ampak tudi v pogojih znižane koncentracije glukoze ali hipoglikemije. Na 
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začetku naših poskusov smo ugotovili, da so bile vse miši obeh testiranih sevov med aplikacijo 
raztopine streptozotocina v hipoglikemiji.  Streptozotocin je analog glukoze, ki deluje tako, da 
prodre v celice β trebušne slinavke in jih uniči, pri čemer se sprosti inzulin, kar povzroči 
hipoglikemijo. Hipoglikemija je v naših pilotnih poskusih povzročila smrt vseh miši divjega 
tipa, in sicer 6. in 7. dne po aplikaciji prvega odmerka streptozotocina, medtem ko so poskusne 
živali seva CD26-/- dobro prenašale znižano koncentracijo glukoze, saj nobena od njih ni 
poginila. Ta fenomen lahko prav tako pripišemo delovanju inkretina GLP-1, za katerega vemo, 
da nima le antihiperglikemičnih učinkov, ampak prispeva tudi k ohranjanju stabilne 
koncentracije glukoze v krvi ter tako ščiti organizem pred hipoglikemijo. Eden izmed 
najpomembnejših učinkov GLP-1 na povečano koncentracijo glukoze je supresija sinteze 
glukagona, ki je odvisna od krvnih koncentracije glukoze. Do supresije glukagona pa lahko 
pride v stanju euglikemije (normalnih nivojev glukoze v krvi), ne pa hipoglikemije. Ugotovili 
so, da se v primerih, ko pri miših seva CD26-/- koncentracija glukoze v krvi pade pod 3,7 
mmol/L in so sočasno v njihovem krvnem obtoku prisotne večje količine GLP-1, zmanjša obseg 
inhibicije celic α Langerhansovih otočkov, ki proizvajajo glukagon, s čimer se izboljša njihovo 
hipoglikemično stanje (60,  61). 
Kot smo že omenili, uporaba raztopine streptozotocina vodi do uničenja celic β 
Langerhansovih otočkov trebušne slinavke, kar povzroči zmanjšano biosintezo in izločanje 
inzulina (62). To smo potrdili z merjenjem koncentracij glukoze v krvi poskusnih živali, in sicer 
20, 30 in 40 dni po prvi aplikaciji streptozotocina, ter ugotovili statistično pomembno zvišane 
vrednosti, v primerjavi s fiziološkimi pogoji (p < 0,05). Pri tem pa so bili nivoji glukoze v krvi 
živali seva CD26-/- statistično značilno nižji kot pri predstavnikih seva C57BL/6, kar potrjuje 
dejstvo, da je v odsotnosti molekule DPP IV/CD26 prisotna večja toleranca za glukozo. S temi 
rezultati smo potrdili prej omenjena dejstva glede zmanjšane občutljivosti celic β za škodljive 
učinke streptozotocina v miših seva  CD26-/-  (63). 
Za preučevanje poteka celjenja ran v pogojih eksperimentalno povzročene 
hiperglikemije in vpletenosti encima DPP IV/CD26 v ta izjemno kompleksen proces smo 
eksperimentalnim živalim obeh sevov z razvito sladkorno boleznijo inducirali rane na njihovih 
hrbtih. Nato smo jih žrtvovali na 2., 4., 7., 10. in 15. dan po ranitvi, ter nato s pomočjo 
makroskopskih in mikroskopskih analiz preučili razlike v celjenju. Makroskopske analize so 
pokazale, da je bil proces celjenja ranjenega kožnega tkiva razmeroma uspešnejši pri miših seva 
CD26-/-, in sicer od 4. dne po indukciji ran dalje. Za potrditev opaženih makroskopskih razlik 
smo histološke vzorce tkiv, pripravljene iz odvzetih biopsij, podvrgli histomorfometričnim, 
patohistološkim in imunohistokemijskim analizam. Patohistološki pregled vzorcev kontrolne, 
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nepoškodovane kože pripadnikov obeh mišjih sevov (C57BL/6 in CD26-/-) z eksperimentalno 
hiperglikemijo ni pokazal razlik med njimi. 
Proces celjenja ran je sestavljen iz več zaporednih in medsebojno odvisnih faz. Začne 
se s hemostazo, s katero je povezana vnetna faza, nato sledi proliferacijska faza in na koncu 
remodeliranje oz. tvorba brazgotinskega tkiva. Omenjene faze smo spremljali z analizir anjem 
histoloških preparatov tkiv, odvzetih iz ran v točno določenih časovnih točkah.  Tako je bilo za 
2. dan po indukciji ran pri obeh sevih poskusnih živali značilno pomanjkanja epitelija. Na 
površini lezij smo na histoloških preparatih opazili prisotnost edema, krvavitev in debelih 
fibrinskih strdkov, zato sklepamo, da je bilo celjenje v fazi hemostaze. Opazili smo tudi 
infiltracijo mononuklearnih celic v področju koriuma (dermisa), kar nakazuje začetek prve, 
vnetne faze. Na 4. dan po indukciji ran pa smo opazili, da je pri miših divjega tipa C57BL/6  
nastajanje novega epidermisa in prekrivanje ran potekalo počasneje kot pri živalih seva CD26-
/-, kar je v skladu z opaženimi makroskopskimi analizami. 
S histomorfometrično analizo smo določali razlike v debelini koriuma med testiranima 
mišjima sevoma v pogojih eksperimentalno vzpostavljenega diabetesa. Pokazali smo, da se je 
proces regeneracije koriuma pri miših z inaktivirano molekulo DPP IV/CD26 začel prej kot pri 
živalih divjega tipa. Statistično značilno razliko (p < 0,05) smo zaznali že na 2. dan po indukciji 
ran. Nato je debelina koriuma naraščala vse do 7. dne, potem pa postala statistično značilno 
tanjša, glede na živali divjega tipa, kar nakazuje, da lahko pomanjkanje DPP IV/CD26 povzroči 
tudi hitrejšo razgradnjo brazgotine in povrnitev poškodovane kože v fiziološko stanje. 
Znano je, da poteka pri miših seva CD26-/- celjenje ran v fizioloških pogojih hitreje kot 
pri živalih divjega tipa, kar kaže na to, da lahko molekula DPP IV/CD26 zavira hitrost normalne 
regeneracije kožnega tkiva (64). Vendar pa so rezultati predhodnih raziskav pokazali tudi, da 
zaviralci DPP IV pospešujejo celjenje ran pri sladkorni bolezni, in sicer preko več mehanizmov 
v posameznih fazah, kar pomeni, da je ta encim dejansko vpleten v procese celjenja pa tudi v 
različna patološka stanja (65). 
Pospešeno celjenje in boljše zapiranje diabetičnih ran pri s streptozotocinom inducirani 
sladkorni bolezni je dokazala tudi nedavna raziskava, kjer so poleg testiranj na poskusnih 
živalih in vivo izvedli tudi testiranja in vitro, z uporabo celične linije človeških keratinocitov 
(65). Poročali so o pomembnih razlikah v velikosti ran v pogojih eksperimentalno izzvanega 
diabetesa med testiranima skupinama poskusnih miši, in sicer tisto, ki je prejemala saksagliptin,  
inhibitor DPP IV/CD26, in tisto, ki je prejemala placebo. Ti rezultati so skladni z našimi 
makroskopskimi in mikroskopskimi opažanji hitrejšega  celjenja ran ter hitrejšega procesa 
brazgotinjenje pri živalih s pomanjkanjem DPP IV/CD26. 
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Uspešnejše celjenje ran poskusnih živali seva CD26-/- v primerjavi z mišmi divjega tipa 
lahko pripišemo tudi vplivu pomanjkanja DPP IV/CD26 na proces angiogeneze v fazi 
proliferacije. Encim DPP IV/CD26 namreč poleg delovanja na številne substrate, ki so 
pomembni za glikemični nadzor, vpliva tudi na različne kemokine in rastne dejavnike, 
pomembne za proces rasti novih krvnih žil oz. angiogenezo (42). Zato smo spremljali vplive 
pomanjkanja DPP IV/ CD26 na izražanje dveh molekul, in sicer HIF-1α in VEGF, ki 
predstavljata najpomembnejša dejavnika za stimulacijo angiogeneze (28). 
Ugotovili smo, da je bila v kontrolnih skupinah obeh testiranih mišjih sevov 
koncentracija HIF-1 pozitivnih celic približno enaka, nato pa je 2. dan po indukciji ran naglo 
upadla. To nakazuje, da v predelu ran v tem obdobju še ni bila prisotna hipoksija, saj je znano, 
da se transkripcijski dejavnik HIF-1 aktivira v pogojih znižane koncentracije kisika v tkivu. Ker 
pa je samo izražanje njegove podenote α odvisno od hipoksije, lahko sklepamo, da ima prav 
HIF-1α ključno vlogo v procesu celjenja ran. V nadaljevanju smo na 4. dan po vzpostavitvi ran 
zaznali nagel porast prisotnosti HIF-1α, kar kaže, da je v tem času prišlo do znižane tkivne 
koncentracije kisika. Na 4. dan po indukciji ran smo opazili rahlo zmanjšanje količine HIF-1α 
v histoloških pripravkih miši seva CD26-/-, medtem ko se je pri miših C57BL/6 število HIF-1α 
- pozitivnih celic rahlo povečala. Največje izražanje tega transkripcijskega dejavnika pa smo 
ugotovili na 15. dan celjenja, kar kaže na počasno okrevanje poškodovanega kožnega tkiva v 
pogojih hiperglikemije. Rezultate izražanja HIF-1α v tkivnih preparatih miši seva CD26-/- smo 
potrdili tudi z analizo western blot, pri čemer smo določili statistično značilne razlike v 
primerjavi z ustrezno kontrolno skupino živali (z eksperimentalno induciranim diabetesom, a 
brez ran) tekom celotnega obdobja spremljanja procesa celjenja ran. 
V predhodnih raziskavah so ugotovili, da je več genov, ki uravnavajo izražanje HIF-1 , 
in so pomembni za aktivacijo različnih mehanizmov tekom celjenja ran, v pogojih 
hiperglikemije supresiranih (23). Ta dejstva kažejo na pomembno vlogo destabilizacije HIF-1, 
ki jo povzroča hiperglikemija in posledično zapoznelo celjenje ran pri sladkorni bolezni. 
Rezultati pa so pokazali tudi, da je bila sinteza HIF-1α pri hiperglikemiji bolje uravnavana v 
pogojih pomanjkanja encima DPP IV/CD26, kar pomeni, da hipoksični pogoji v rani 
postopoma izginejo, saj se koncentracija kisika vrača na fiziološke vrednosti. Ko se namreč 
koncentracija kisika vrne v normalno stanje, pride do vezave kisika na HIF-1α in posledičnega 
blokiranja njegovih funkcij (66). 
Glede na to, da HIF-1α vpliva na izražanje poglavitnega dejavnika angiogeneze, VEGF, 
smo se odločili, da bomo v histoloških vzorcih tkiv poskusnih živali obeh sevov z razvito 
sladkorno boleznijo, spremljali njegovo izražanje. Z imunohistokemijsko analizo histoloških 
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preparatov, pripravljenih iz tkivnih biopsij, odvzetih iz ran, smo pri miših seva CD26-/-, v 
primerjavi z živalmi divjega tipa, dokazali povečano izražanje VEGF v vseh časovnih točkah 
spremljanja procesa celjenja, kar je bilo najbolj izrazito na 4. in 7. dan po indukciji kožnih ran. 
Te rezultate smo potrdili tudi z analizo western blot, kjer smo  statistično značilne razlike v 
obsegih izražanja VEGF v tkivnih homogenizatih miši seva CD26-/-,  v primerjavi z ustrezno 
kontrolno skupino poskusnih živali, določili na 2., 4., 7. in 10. dan po indukciji ran. Opazili 
smo, da se je od 4. do 15. dne celjenja zmanjšalo izražanje HIF-1α, kar je zmanjšalo tudi 
količino izraženega VEGF. To opažanje potrjuje dejstvo, da se VEGF sprosti zaradi delovanja 
HIF-1α. Vendar pa smo ugotovili tudi, da se je izražanje VEGF povečalo takoj po indukciji 
kožnih ran, kar pa ni veljalo za HIF-lα. To pa pomeni, da izražanje VEGF ni odvisno samo od 
učinkov tega transkripcijskega dejavnika. 
Raziskava, ki so jo opravili Marfella in sod., je pokazala podobne rezultate pri bolnikih 
s kroničnim diabetičnim stopalom, ki so jih zdravili z vildagliptinom, enim od inhibitorjev 
molekule DPP IV/CD26, ki se uporablja v klinični praksi (57). Ugotovili so, da je zaviranje 
delovanja DPP IV/CD26 izboljšalo sposobnost zdravljenje kroničnih kožnih razjed oz. ulkusov 
na stopalih, kar je bila posledica povečanega izražanja molekul HIF-1α in VEGF. Ti izsledki 
so v skladu z našimi ugotovitvami, da sta bili količini obeh proangiogenih dejavnikov višji pri 
miših seva CD26-/- z eksperimentalno izzvano hiperglikemijo, pri katerih smo dokazali 
uspešnejše celjenje ran, v primerjavi s poskusnimi živalmi divjega tipa (sev C57BL/6). 
Razlago za naše ugotovitve glede pozitivnih učinkov pomanjkanja DPP IV/CD26 na 
celjenje kože po poškodbi lahko poiščemo tudi v koncentracijah biološko aktivnih substratov 
tega encima. Ugotovili so, da GLP-1 pospešuje nastajanje VEGF v endotelijskih celicah 
Langerhansovih otočkov pri človeku (67). Prav tako so dokazali, da lahko ta inkretinski hormon 
vpliva na regulacijo HIF-1α, s tem pa posredno tudi na nastajanje VEGF (68). Ker so 
koncentracije inkretinskih hormonov v krvi višje v pogojih pomanjkanja encima DPP IV/CD26, 
lahko s tem vsaj deloma pojasnimo naše rezultate, in sicer večji obseg izražanja HIF-1α in 
VEGF v miših seva CD26-/- z  eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom. Tudi kemokin 
SDF-1α, substrat molekule DPP IV/CD26, lahko vpliva na angiogenezo, in sicer tako, da 
povzroča kemotakso, proliferacijo in migracijo endotelijskih celicah, ki izražajo receptorje zanj 
(CXCR4) (69). Spodbuja tudi mobilizacijo endotelijskih progenitornih celic (EPC) iz kostnega 
mozga (70). Dokazali so, da uporaba zaviralcev DPP IV/CD26 znatno poviša koncentracijo 
SDF-1α in količino EPC v krvi (71). Prisotnost večjih količin EPC omogoči boljše obnavljanje 
poškodovanih tkiv, s čimer bi lahko dodatno pojasnili naše rezultate. 
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V proces angiogeneze pa niso vključene le proangiogene molekule, temveč tudi 
protiantiangiogeni dejavniki, saj je pri nastajanju novih krvnih žil izjemno pomembno 
fiziološko ravnotežje med stimulacijskimi in inhibitornimi signali. Tako ima kemokin IP-10 ali 
CXCL10, ki je substrat encima DPP IV/CD26 in kemotaktični pro-vnetni citokin ter 
kemoatraktant za monocite in limfocite T, sposobnost zaviranja proliferacije endotelijskih celic. 
Ugotovili so, da IP-10 zavira angiogenezo in zakasni reepitelizacijo ran (64). Zato smo se 
odločili, da bomo preučili učinke pomanjkanja encima DPP IV/CD26 na njegove fiziološke 
koncentracije in njihovo spreminjanje tekom procesa celjenja kožnih ran v serumskih in tkivnih 
vzorcih poskusnih živali. Ugotovili smo, da so bile koncentracije IP-10  v serumskih vzorcih 
miši seva CD26-/- z eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom višje v vseh časovnih točkah 
spremljanja celjenja induciranih kožnih ran, v primerjavi s poskusnimi živalmi divjega tipa. 
Poleg tega so bile količine IP-10 znatno večje v kontrolni, nepoškodovani koži miši seva CD26-
/-, v primerjavi z mišmi divjega tipa, ne pa tudi v histoloških preparatih, pripravljenih iz biopsij, 
odvzetih iz ran na 10. in 15. dan njihovega celjenja. Povečanje ravni kemokina IP-10 smo pri 
obeh mišjih sevih ugotovili 2. in 4. dan po indukciji kožnih ran, kar je bilo povezano z 
zmanjšano aktivnostjo encima DPP IV/CD26 tudi v miših seva C57BL/6, izmerjeno v 
omenjenih dveh časovnih točkah. Dosedanje raziskave so pokazale, da je izražanje IP-10 lahko 
povezano z infiltracijo limfocitov v rano, kar je pomembno predvsem tekom prvih nekaj dni 
celjenja, in je v skladu z našimi rezultati, določenimi v serumskih in tkivnih vzorcih poskusnih 
živali (72). Ker pa je znano, da ta kemokin deluje angiostatično in inducira disociacijo novo 
nastalih krvnih žil, je zelo pomemben v fazi remodeliranja oz. v zadnji fazi celjenja ran (30). 
Za ugotavljanje morebitnih sprememb encimske aktivnosti DPP IV/CD26 tekom 
procesa celjenja ran v pogojih  eksperimentalno izzvane hiperglikemije smo le-to merili tako v 
serumskih kot tkivnih vzorcih miši divjega tipa (sev C57BL/6). Meritve smo opravili tudi na 
miših istega seva, ki jih nismo ranili in so predstavljale kontrolno skupino živali. Ugotovili smo, 
da je bila katalitična aktivnost encima višja v kontrolni skupini miši, in sicer v vseh definiranih 
časovnih točkah po indukciji ran, tako v serumskih kot tkivnih vzorcih, kar je skladno z izsledki 
predhodnih raziskavah (73). Poleg tega smo opazili, da je bila encimska aktivnost v serumu 
najnižja in statistično značilna glede na kontrolno skupino poskusnih živali, na 4. dan po ranitvi. 
Nato se je v nadaljnjih časovnih točkah meritev povečevala in po 15. dnevu dosegla nivo 
aktivnosti, izmerjene v kontrolni skupini miši divjega tipa. Podobne rezultate smo zabeležili 
tudi pri merjenju katalitične aktivnosti DPP IV/CD26 v tkivu, ki je bila najnižja 2. dan po 
indukciji ran. Statistično značilne razlike, glede na kontrolno skupino, smo določili na 2., 4. in 
7. dan celjenja ran. V okviru predhodnih raziskav so pokazali, da se aktivnost DPP IV/CD26 
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po poškodbi tkiva zmanjšuje in najnižje vrednosti doseže v prvih nekaj dneh celjenja oz. v 
vnetni fazi. Znižane ravni aktivnosti tega encima so ugotovili tudi pri različnih patoloških 
stanjih, npr. pri revmatoidnem artritisu, multipli sklerozi in vnetni črevesni bolezni, kar kaže na 
njegovo vlogo v vnetnih procesih (73, 74). Razlog za ta opažanja je še vedno nejasen, vendar 
pa so že dokazali povezanost med njegovimi imunomodulatornimi lastnostmi in aktivnostjo 
omenjenih bolezni (41). Vsekakor bodo potrebne nadaljnje raziskave za pojasnitev te vzročne 
zveze in mehanizmov regulatornega delovanja DPP IV/CD26. 
Naše ugotovitve tako potrjujejo dejstvo, da ima encim DPP IV/CD26 pomembno vlogo 
pri uravnavanju koncentracije glukoze v krvi in da lahko z njegovo inaktivacijo močno 
izboljšamo stanje hiperglikemije v telesu. Dokazali smo, da sta boljša angiogeneza in celična 
proliferacija, ki smo ju opazili pri miših s pomanjkanjem DPP IV/CD26, povezani s povečanim 
lokalnim izražanjem molekul HIF-1α in VEGF, kar potrjuje, da ima zaviranje ali odsotnost tega 
encima ugoden učinek na proces celjenja ran v pogojih eksperimentalno izzvanega diabetesa v 
poskusnih živalih. Na osnovi naših izsledkov lahko potrdimo velik pomen zaviranja delovanja  
DPP IV/CD26 kot terapevtske možnosti za zdravljenje sladkorne bolezni in njenih zapletov, 
















Na podlagi rezultatov našega dela smo prišli do naslednjih zaključkov: 
 
1) Z intraperitonealno aplikacijo raztopine streptozotocina smo uspešno vzpostavili 
eksperimentalni model diabetesa dveh sevih poskusnih živali, in sicer v miših 
divjega tipa C57BL/6 in miših CD26-/-, kar smo potrdili s kliničnimi in 
biokemijskimi analizami. Miši z inaktivirano molekulo DPP IV/CD26 (sev CD26-/-
) so imele večjo toleranco za glukozo in bolje prenašale začetno hipoglikemijo kot 
predstavniki živali divjega tipa. 
 
2) Med preiskovanima sevoma poskusnih živali z eksperimentalno izzvano 
hiperglikemijo obstajajo statistično pomembne razlike v dinamiki procesa celjenja 
ran. Miši seva CD26-/-  so izkazovale bistveno višjo stopnjo regeneracije koriuma 
(dermisa), krajšo vnetno fazo in boljšo angiogenezo v namerno poškodovanem 
kožnem tkivu,  kot miši divjega tipa (C57BL/6). Posledično sta bila pri njih boljša 
tudi procesa resorpcije brazgotine in reepitelizacije kožnega tkiva. 
 
3) Čeprav se izražanje molekul VEGF in HIF-1α v kontrolnih vzorcih intaktne kože, 
odvzetih mišim obeh primerjanih sevov z umetno vzpostavljenim diabetesom ni 
razlikovalo, pa so se razlike pokazale med eksperimentalnimi živalmi (C57BL/6 in 
CD26-/-), med časovno definiranim spremljanjem procesa celjenja induciranih 
kožnih ran: 
a) Izražanje podenote α transkripcijskega dejavnika HIF-1 (HIF-1α) je bilo pri miših 
CD26-/- statistično značilno višje na 4., 7., 10. in 15. dan celjenja ran (p < 0,05); 
b) Izražanje molekul VEGF je bilo pri živalih seva CD26-/- prav tako statistično 










4) Koncentracije kemokina IP-10 v serumskih vzorcih poskusnih živali z 
eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom in induciranimi kožnimi ranami so bile 
pri predstavnikih seva CD26-/- v primerjavi s poskusnimi živalmi divjega tipa  
statistično značilno višje (p < 0,05) v vseh časovnih točkah spremljanja celjenja ran. 
Vrednosti, določene v histoloških vzorcih kožnih tkiv, odvzetih iz ran miši seva 
CD26-/-, v primerjavi s tistimi, izmerjenimi v vzorcih nepoškodovane kože kontrolne 
skupine istega seva,  pa so bile statistično značilno višje na10. in 15. dan spremljanja 
procesa celjenja. 
 
5) Encimska aktivnost molekule DPP IV/CD26 v serumskih in tkivnih vzorcih miši 
divjega tipa (C57BL/6) z eksperimentalno vzpostavljenim diabetesom in 
induciranimi kožnimi ranami je bila manjša glede na kontrolno skupino poskusnih 
živali. Pri tem so bile povprečne vrednosti, določene v serumskih vzorcih statistično 
značilno nižje (p < 0,05) le na 2. dan po vzpostavitvi ran, medtem ko so bile tiste, 
določene v histoloških vzorcih ranjene kože, statistično značilno različne od 
kontrolnih na 2., 4. in 7. dan celjenja ran. 
 
6) Dokazali smo predpostavko o pomembni vlogi encima DPP IV/CD26 v procesu 
celjenja ran poskusnih živali z eksperimantalno inducirano hiperglikemijo in 
potrdili, da predstavlja zaviranje delovanja DPP IV/CD26 pomembno terapevtsko 
možnost za zdravljenje sladkorne bolezni in njenih zapletov, med katere sodijo tudi 
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